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T he N A H 7 p la s m id c a r r i e s ge n e s w h i c h a r e r e s po n s i b le fo r t h e d e g r a d a t i o n o f
n a p ht h a le n e , a c o m m o n p o ly c y c li c a r o m a t ic h y d r o c a rb o n (PA H ) a t m a n y w a s t e s ite s .
O t h e r P A H s
,
i n c lu d i n g p h e n a n t h r e n e , a r e a l s o c o m m o n a t h a z a r d o u s w a s t e s i t e s ,
ho w e v e r
,
t h e g e n e s i n v o lv e d i n t h e ir d e g r a d a t i o n h a v e n o t b e e n i de n t if i e d . S in c e
m a n y P A H s a r e s i m i la r i n s t r u c t u r e , s o s o m e o f t h e g e n e s i n v o lv e d i n t h e ir
d e g r a d a t i o n m a y b e t h e s a m e . T h i s s t u d y u t i li z e s t h e g e n e s o f t he N A H7 p la s m id i n a
c o lo n y hy b r id i z a t i o n p r o c e d u r e t o e n u m e r a te s o i l m i c r o o rg a n is m s c a p a b l e o f d e g r a d i n g
P A H s . I n a d d it io n , t h e N A H 7 p ro b e w a s u s e d t o e x a m i n e e n r ic h m e n t c u lt u r e s g r o w n
o n p h e n a n t h r e n e o r py r e n e a s w e l l a s a p a n e l o f ba c t e ri a l i s o la t e s c a pa b l e o f u t i li z i n g
a b r o a d r a n g e o f P A H s a s a s o le c a r b o n s o u r c e .
S o i ls c o n t a m in a t e d w it h po ly c y c l ic a r o m a t ic hy d r o c a r b o n s w e r e p r o b e d w i t h a
f r a g m e n t o f N A H 7 D N A c o n ta i n i n g t h e g e n e s w h ic h c o d e fo r t h e f i r s t f o u r e n z y m e s i n
t h e n a p h t h a le n e c a t a b o l ic pa t h w a y . T h e n u m b e r o f P A H d e g r a d e r s p e r g r a m o f s o i l
w a s c a lc u l a t e d a n d c o m p a r e d t o d a ta o b t a i n e d f r o m t h e M o s t P r o b a b le N u m b e r
(M P N ) t e c h n iq u e . T h e n u m b e r o f d e g r a d e r s d e t e r m in e d u s i n g t h e NA H 7 p ro b e
m e t ho d w a s t h r e e t o fo u r o r de r s o f m a g n it u d e h ig he r t ha n M P N e s t im a t e s .
I l l
A pa n e l o f k n o w n p h e n a n t h r e n e d e g r a d i n g is o l a te s w a s p r o b e d f o r h o m o lo gy t o
t h e N A H7 pr o b e . E i g h t o f e le v e n is o la t e s e x a m i n e d hy b r id i z e d w it h t h e p r o b e . T h e
s u b s t r a t e u t i l iz a t i o n p a tt e r n s o f t h e s e is o l a t e s ha d n o a pp a r e n t c o r r e la t io n w it h t h e i r
a b i lit y t o h y b r i d i z e w it h t h e p r o b e . H o w e v e r , tw o s t r a i n s w h i c h ha v e id e n t i c a l s u b s t r a t e
u t i l iz a t i o n pa tt e r n s h a d o p po s it e h y b r i d iz a t io n r e a c t i o n s .
T h e r e f o r e , t h e NA H 7 p r o b e is c a p a b le o f d e t e c t i n g P A H d e g r a d e r s m o r e
s e n s it iv e ly t h a n t h e M P N m e t h o d , a n d t h e c o lo n y h y b r i d i z a t i o n p r o c e d u r e i s a
po te n t ia lly u s e f u l t o o l fo r t h e e n u m e r a t i o n o f P A H d e g r a d in g o rg a n i s m s .
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I . IN T R O D U C T IO N
T h e p a s t t h r e e d e c a d e s h a v e s e e n a n i n c r e a s e d a w a r e n e s s o f t h e e n v i r o n m e n t .
P u b lic o u t c r y h a s fo r c e d In d u s t r ie s t o be c o m e a w a r e a n d a c c o u n ta b l e f o r t h e i r a c t i o n s
a n d go v e r n m e n t t o m a k e a n d e n fo r c e l e g i s l a t io n t o p r o t e c t h u m a n he a lt h a s w e ll a s
t he e n v i r o n m e n t . T h e S u p e r f u n d p r o g r a m is o n e o f t he n a t i o n
'
s m o s t a m bit io u s a n d
c o m pl e x e n v i r o n m e n t a l p r o g r a m s . L a u n c h e d i n 1 9 8 0 , w it h t h e p a s s a ge o f t he
C o m p r e h e n s i v e E n v ir o n m e n t a l R e s po n s e , C o m pe n s a t io n , a n d L ia b i lit y A c t (C E R C LA ) ,
S u pe r f u n d
'
s p ri m a ry g o a l i s t o p r o t e c t h u m a n h e a lt h a n d t h e e n v i r o n m e n t . T h i s go a l is
a c h ie v e d i n s e v e r a l w a y s . F i r s t , C ER C LA p r o v id e s e n fo r c e m e n t p o w e r s b a s e d o n t h e
b e li e f t h a t po l lu t e r s s h o u ld ta k e r e s po n s i b i l it y fo r c le a n i n g u p t h e i r o w n w a s t e s .
S e c o n d , C E R C L A p ro v i d e s E P A w it h F e d e r a l a u t h o r it y to p r o te c t h u m a n he a lt h a n d
t h e e n v i r o n m e n t i n t h e e v e n t t ha t t h e r e s po n s ib l e p a r t ie s d o n o t ta k e t im e ly , a de q u a t e
a c t i o n . L a s t l y , C E R CL A e s t a b l is h e d a H a z a rd o u s S u b s t a n c e s R e s p o n s e T r u s t F u n d
(S u pe r f u n d ) to c o v e r t h e c o s t s o f e n f o r c e m e n t a n d c l e a n u p a c t iv it ie s . In 1 9 8 9 , e i g h t
s t r a te g i c g o a l s o f t h e S u pe r f u n d p r o g r a m w e r e d e f i n e d ( U S E PA , 1 9 9 1 ) : O n e o f
t h e s e g o a l s , to d e v e lo p a n d u s e n e w t e c h n o lo g i e s , i s be i n g a dd r e s s e d i n t h e
b i o r e m e d ia t i o n o f p o ly c y c l ic a r o m a t i c hy d r o c a r bo n s (P A H s ).
Po iy c y c lic a r o m a t ic h y d r o c a rb o n s a r e o n e g r o u p o f c h e m i c a ls w h ic h r e a c h o u r
e n v ir o n m e n t i n g r e a t q u a n t it y . Im p r o pe r u s e , s t o r a g e a n d d i s po s a l o f o rg a n ic
2c he m i c a l s h a s le d t o s o i l a n d g r o u n d w a t e r c o n t a m i n a t i o n . O i l s p i ll s , le a k i n g
u n d e rg r o u n d s to r a g e t a n k s , w o o d t r e a tm e n t fa c i li t ie s , a n d a lm o s t a ll c o m b u s t i o n
p r o c e s s e s c o n t r ib u t e t o P A H c o n t a m i n a t i o n . S i n c e s o m e P A H s h a v e b e e n f o u n d t o
b e t o x ic , m u t a ge n i c , a n d / o r c a r c i n o g e n i c (C e r n i g li a a n d H e i tk a m p , 1 9 8 9 ), t h e i r
p r e s e n c e i n t he e n v i r o n m e n t is o f g r e a t c o n c e r n .
B i o r e m e d i a t i o n is t h e u s e o f m i c r o o r g a n i s m s t o r e m o v e t o x ic s u b s t a n c e s f r o m
t h e e n v i r o n m e n t . B i o lo g i c a l r e m e d i a t i o n o f s o i ls a n d g r o u n d w a t e r c o n t a m i n a te d w it h
P A H s i s a n a lt e r n a t iv e t r e a t m e n t t e c h n o lo g y t h a t c a n o f t e n m e e t t h e E P A g o a l o f
a c h ie v i n g a p e r m a n e n t c le a n
- u p r e m e d y a t ha z a r do u s w a s t e s i te s . C u r r e n t ly , 5 5 s it e s
c o n t a m in a t e d w i t h w o o d p r e s e r v i n g w a s te s o r o t h e r P A H c o n t a i n i n g w a s t e s a r e be i n g
t r e a t e d by b i o r e m e d i a t io n (US E PA , 1 9 9 3 ). In o rd e r f o r b i o r e m e d i a t io n t o b e a v ia b le
a lt e r n a t iv e i n t h e c le a n - u p o f h a z a r d o u s w a s t e s , i n fo r m a t i o n m u s t b e g a t h e r e d a t e a c h
i n d iv id u a l s i te a b o u t t h e e x t e n t a n d t y p e o f c o n t a m in a t io n , t h e o r ga n i s m s p r e s e n t a t
t h e s it e , a n d t he i r c a pa b i l ity t o de g r a d e t h e c o m po u n d s o f i n t e r e s t .
T h e f i e ld s o f g e n e t i c e n g i n e e r i n g a n d m o le c u la r b i o lo g y a r e a t t h e f o r e f r o n t o f
b io r e m e d i a t i o n t e c h n o l o g y . T h r o u g h t h e m a n ip u l a t io n o f c e ll u la r D N A , g e n e t i c a ll y
e n g i n e e r e d m ic r o o r g a n i s m s (G E M s ) c a n be d e v e l o p e d w h ic h w i ll s e le c t iv e ly de g r a d e
o r ga n ic c o m p o u n ds . H o w e v e r , t he r e l e a s e o f G EM s in t o t he e n v i r o n m e n t i s a h o t ly
d e ba t e d t o p i c a n d c u r r e n t ly G E M s a r e u s e d o n ly i n c lo s e d t r e a t m e n t r e a c t o r s y s t e m s .
A n o t h e r a r e a w he r e m o le c u l a r b i o l o gy i s h a v i n g a g r e a t im p a c t i s i n t h e d e v e lo p m e n t
o f a s s a y s f o r t h e de t e c t i o n o f i n d i ge n o u s m i c r o o r ga n is m s p o s s e s s i n g s pe c if ic
c h a r a c t e r i s t i c s . T h e s e n e w m e t h o d s r e ly o n t h e i n h e r e n t g e n e t ic p r o p e r t i e s o f a n
3o rg a n is m , a n d ha v e t he p o t e n t i a l t o b e m o r e s pe c if i c a n d m o r e s e n s it iv e t h a n
t r a d it io n a l m e t h o d s (F l e m i n g e t a l. , 1 9 9 3 ; F o g h t a n d W e s t la k e , 1 9 9 1 ; K i n g e t a l . ,
1 9 9 0 ) .
O f te n , t h e e n z y m e s in v o lv e d i n t h e f i r s t s t e p s o f m e t a bo l ic d e g r a d a t i o n h a v e a
b r o a d s p e c i f i c ity a n d a r e c a pa b le o f u s i n g m o r e t h a n o n e c o m p o u n d a s t h e i r s u b s t r a t e
(H a r a y a m a , 1 9 9 2 ) . S o m e t im e s t h e s e e n z y m e s a r e in t e g r a t e d i n t o t h e c h r o m o s o m e ,
b u t o f te n t h e s e e n z y m e s a r e c a r r i e d o n p la s m i d s , a s is t h e c a s e w it h t he N A H7
p la s m id . T h e N A H7 p l a s m id h a s b e e n w e l l c h a r a c t e r i z e d a n d is k n o w n t o c o d e f o r t h e
e n z y m e s r e s po n s i b le fo r t h e d e g r a d a t i o n o f n a p h t h a le n e , a t w o r i n g P A H . L it t le i s
k n o w n a bo u t t h e ge n e t ic s o f d e g r a da t i o n f o r t h e h ig h e r m o le c u la r w e i g h t P A H s . S in c e
m a n y P A H s a r e s im i la r i n s t r u c t u r e a n d h a v e s im i la r i n t e r m e d i a t e s i n t h e i r
b io d e g r e d a t io n pa t h w a y s , s o m e o f t h e e n z y m e s i n v o l v e d i n t h e i r d e g r a d a t io n m a y a l s o
b e s im i l a r . B a u e r a n d C a po n e (1 9 8 8 ) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t in d i v i d u a l o r g a n i s m s
a r e o f t e n c a pa b le o f d e g r a d i n g m u lt i p le P A H s .
In t h i s s t u d y , h y b r id iz a t i o n t e c h n i q u e s w e r e de v e lo p e d u s i n g a p o r t io n o f t h e
N A H 7 p la s m id a s a p r o be i n a n a t t e m pt t o e n u m e r a t e t h e n u m b e r o f P A H d e g r a d in g
o r ga n is m s p r e s e n t i n a s o i l s a m ple . Is o la te d P A H d e g r a d i n g s t r a i n s a n d m i x e d
c u lt u r e s w e r e a ls o e x a m i n e d fo r t h e p r e s e n c e o f NA H 7 h o m o l o g o u s D NA .
O b je c t iv e s
T h e o bje c t iv e s o f t h is r e s e a r c h w e r e : (a ) t o d e v e lo p a n u c le ic a c i d p r o b e u s i n g a
p o r t i o n o f t h e N A H 7 p la s m i d w h i c h i s c a p a b le o f d e t e c t i n g P A H d e g r a d i n g o r g a n i s m s ,
4(b ) to d e t e r m i n e if c u lt u r e s e n r i c h e d fo r p h e n a n t h r e n e d e g r a d i n g o r g a n is m s h a v e a
h i g h e r i n s t a n c e o f N A H 7 h o m o l o g o u s D N A , (c ) t o d e te r m in e if a c o m m u n it y o f P A H
d e g r a d i n g o r g a n is m s c a n b e e n u m e r a t e d u s i n g a NA H7 g e n e p r o b e , a n d w h e t h e r o r
n o t t h e s e d a t a c o r r e la te w it h d a t a o b t a i n e d f r o m t r a d it io n a l m e t h o d s , (d ) to e x a m i n e
ph e n a n t h r e n e d e g r a d in g i s o la t e s a n d e n r i c h m e n t c u lt u re s fo r t he p r e s e n c e o f N A H 7
h o m o lo g o u s D N A .
E x p e r im e n ta l d e s ig n
In o rd e r to e x a m i n e t he s pe c if i c it y o f t h e N A H 7 p ro b e in m ix e d c u lt u r e s , s o i ls
c o n t a m i n a t e d w it h P A H s w e r e c u lt u r e d o n m i n im a l s a lt s m e d i a w h i c h c o n t a i n e d e it h e r
p h e n a n t h r e n e o r n a p h t ha l e n e a s a s o le c a rb o n s o u r c e . T he pe r c e n ta g e o f NA H7
h o m o lo g o u s o r g a n is m s w a s m o n it o r e d u s i n g a c o lo n y h y b r id i z a t i o n a s s a y . I f t h e
N A H 7 p r o b e is c a pa b l e o f d e te c t i n g b o t h n a p h t h a le n e a n d p h e n a n t h r e n e d e g r a de r s ,
t h e n t h e pe r c e n t a g e o f o r ga n i s m s w h i c h r e a c t w it h t h e p r o b e s h o u ld i n c r e a s e f o r b o t h
e n r i c hm e n t c u lt u r e s . I f n a p h t h a le n e a n d p h e n a n t h r e n e d e g r a d i n g o rg a n i s m s a r e
s e l e c te d a g a i n s t i n n u t r i e n t r ic h m e d i a t h e i r n u m be r s s ho u ld r e m a i n t h e s a m e o r
d e c li n e o v e r t im e .
C o n ta m in a t e d a n d u n c o n ta m i n a te d s o i l s w e r e p r o b e d fo r p h e n a n t h r e n e de g r a d i n g
o r ga n is m s w it h t h e c o lo n y h y b r i d i z a t i o n a s s a y . T h e n u m b e r o f p h e n a n t h r e n e
de g r a d e r s p e r g r a m o f s o i l w a s c a l c u la t e d a n d c o m p a r e d t o M P N de t e r m i n a t io n s .
A w e l l e s t a b l is he d p he n a n t h r e n e e n r i c h m e n t c u lt u r e w a s u s e d t o i n o c u la te a
m in im a l s a lt s m e d i u m c o n t a i n i n g p y r e n e a s a s o le c a r b o n s o u r c e . T h i s p y r e n e
5e n r i c h m e n t c u lt u r e a n d t h e o r ig i n a l p h e n a n t h r e n e e n r i c h m e n t c u lt u r e w e r e p r o b e d w it h
t h e NA H7 DN A f r a g m e n t i n a c o lo n y hy b r id i z a t i o n a s s a y .
B a c te r i a l is o l a t e s w h i c h w e r e k n o w n t o g r o w o n p h e n a n t h r e n e a s a s o le c a r bo n
s o u r c e w e r e g r o w n o n a ga r c o n t a i n i n g p h e n a n t h r e n e . C e l lu la r D N A f r o m t h e s e s t r a i n s
w a s h y b r id i z e d w it h t he N A H 7 p r o b e . T h e h y b r id i z a t io n w a s r e c o r d e d a s p lu s o r
m i n u s a n d t h i s d a t a w a s c o m p a r e d t o t h e k n o w n s u bs t r a t e u t i l iz a t i o n r a n g e o f t h e
i s o la t e s .
i l . L IT E R A T U R E R EV IEW
S o u r c e s , t r a n s p o r t , a n d f a t e o f P A H
'
s i n t h e e n v i r o n m e n t
P o ly c y c i i o a r o m a t ic h y d r o c a rb o n s , o r P A H s , c o m pri s e a g r o u p o f c h e m i c a l s
w h o s e s t r u c t u r e s c o n s i s t o f tw o o f m o r e fu s e d a r o m a t ic r i n g s in l i n e a r , a n g u la r o r
c lu s t e r a r r a n g e m e n t s . Po ly c y c l lc a r o m a t ic s t r u c t u r e s a r e f o r m e d w h e n e v e r o r g a n i c
s u b s t a n c e s a r e e x po s e d t o h ig h t e m pe r a t u r e s . H o w e v e r , h ig h t e m p e r a t u r e s a r e n o t
r e q u i r e d f o r t h e a r o m a t iz a t i o n o f o rg a n i c m a tt e r . A r o m a t i z a t io n p r o c e e d s a t lo w e r
t e m pe r a t u r e s o v e r lo n g e r p e r i o d s o f t im e , s u c h i s t h e c a s e w i t h t h e fo r m a t i o n o f c r u d e
o i l hy d r o c a r b o n s fo u n d in s e d im e n t s (B lu m e r , 1 9 7 6 ). T h e s t r u c tu r e s fo r t h e P A H s
u s e d i n t h i s s tu d y a r e g iv e n i n F i gu r e 2 . 1 .
P o ly c y c lic a r o m a t ic h y d r o c a r b o n s a r e u b i q u it o u s i n t he e n v i r o n m e n t a n d a r e
i n t r o d u c e d f r o m b o t h n a t u r a l a n d a n t h r o po g e n i c c o m b u s t io n p r o c e s s e s . P o ly c y c li c
a r o m a t ic c o m po u n d s a r e fo u n d i n g r e a t a bu n d a n c e a n d v a ri e ty i n t h e n a t u r a l w o ri d .
M a n y p la n t a n d a n im a l p ig m e n t s o w e th e ir v ib r a n t c o lo r s to t h e s e c o m po u n d s (B lu m e r ,
19 76 ). V o lc a n ic e r u p t i o n s a s w e l l a s fo r e s t a n d p r a i ri e f i r e s a r e a m o n g t h e m o s t
c o m m o n s o u r c e s o f n a t u r a ll y p r o d u c e d P A H s w h ic h r e a c h t h e e n v i r o n m e n t . In d u s t ri a l
p r o c e s s e s a n d m o d e r n a c t iv it i e s ha v e g r e a t ly in c r e a s e d t h e q u a n t it y o f PA H s i n t he
e n v i r o n m e n t . T h e m a jo r it y o f P A H s a r e e m it t e d f r o m fo s s i l f u e l c o m b u s t io n
7N a p h t h a le n e
P he n a n t h r e n e
F ig u r e 2 . 1 : C h e m i c a l S t r u c t u r e s
P y r e n e
8s o u r c e s s u c h a s a u to m o b i le s , c o k i n g p l a n t s , a n d a s p ha lt p r o d u c t io n (US E P A , 1 9 9 3 ) .
P o ly c y c li c a r o m a t ic h y d r o c a r bo n s a r e fo u n d i n p e t r o le u m a n d pe t r o le u m b y
- p r o d u c t s
(V e r s c h u e r e n , 1 9 8 3 ; Y u a n d H it e s , 1 98 1 ) w h ic h c a n r e a c h t h e e n v i r o n m e n t v i a
l e a k i n g u n d e rg r o u n d s to r a ge t a n k s , o i l s p i l ls , a n d e x h a u s t f u m e s . T h e U S E P A h a s
r e p o r t e d a p p r o x im a t e ly 2 . 1 m i l li o n le a k i n g u n d e r g r o u n d s to r a g e t a n k s in t h e U S a s o f
1 9 9 2
,
a n d a p p ro x im a te l y 15 , 0 0 0 a n n u a l o i l s p i ll s (US E P A , 1 9 9 3 ). A m a j o r s o u r c e o f
PA H c o n t a m i n a t io n i s c r e o s o t e w h ic h i s u s e d i n t h e p r e s e r v a t io n a n d t r e a t m e n t o f
w o o d . P o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r bo n s r e p r e s e n t 8 5
- 9 0% o f c r e o s o te c o n s t it u e n t s
(C e r n i g li a , 1 9 9 2 ) . C r e o s o t e w a s te s a lo n e a r e r e s po n s i b le f o r t h e d e s ig n a t io n o f 1 5 0
S u pe r f u n d s it e s (US E P A , 1 9 9 3 ).
T he po s s i b l e f a t e s o f P A H s i n t h e e n v i r o n m e n t i n c lu de v o la t il iz a t io n ,
p h o t o o x id a t io n , c h e m ic a l o x i d a t io n , b io a c c u m u la t i o n , a d s o r p t io n t o s o il p a r t i c l e s ,
le a c h i n g a n d m i c r o b ia l d e g r a d a t i o n . P o ly c y c l ic a r o m a t ic h y d r o c a rb o n s a r e
h y d r o p ho b i c c o m p o u n d s a n d t h e i r p e r s i s te n c e w it h i n e c o s y s t e m s i s d u e c h ie f ly t o t h e i r
l o w w a t e r s o lu b i lit y (N e y , 1 9 9 0 ). T h e s e c o m p o u n d s ra p id ly b e c o m e a s s o c i a t e d w it h
s o i l o r ga n ic m a tt e r o r o t h e r pa r t i c u la t e s (N e y , 1 9 9 0 ) , w h e r e t h e y m a y b e c o m e b u r i e d
a n d p e r s i s t u n t il d e g r a de d , r e s u s pe n de d , b io a c c u m u l a t e d o r r e m o v e d by o t h e r
p h y s i c a l m e a n s . In s o i l s c o n ta i n i n g h i g h e r pe r c e n t a g e s o f c la y o r o rg a n i c m a t t e r
P A H s w i l l b e m o r e s t r o n g ly s o rb e d , h o w e v e r , a pe r c e n t a g e o f t he PA H is d i s s o l v e d in
t h e s o i l w a te r a n d i s s u b je c t to le a c h i n g (M a n i la l, 1 9 9 1 ). A lt h o u g h p h o t o ly s i s a n d
c h e m i c a l o x id a t i o n a r e k n o w n t o r e m o v e P A H s f r o m t he e n v i r o n m e n t (B lu m e r , 1 9 7 6 ) ,
r e c e n t s t u d i e s ha v e s ho w n t h a t m i c r o b i o lo g i c a l de g r a d a t io n o f P A H s is t h e m a jo r
9p ro c e s s t h a t r e s u lt s i n t h e d e c o n t a m i n a t io n o f s e d im e n t a n d s u r f a c e s o i l s (S im s ,
1 9 9 0 ).
T o x i c it y o f P A H s
P o l y c y c li c a r o m a t i c h y d r o c a rb o n s a r e u b iq u it o u s i n t he e n v i r o n m e n t , ho w e v e r ,
a r e a s w h i c h h a v e m o r e i n d u s t r i a l a c t i v it y a r e s u b je c t t o g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s o f t h e s e
c o m po u n d s . So m e P A H s a r e k n o w n a n im a l c a r c i n o g e n s a n d m u t a g e n s (K e it h , 1 9 7 9 ),
t h e r e fo r e , t h e y h a v e b e e n p l a c e d o n t h e E P A N a t i o n a l P ri o ri t i e s L is t (N P L ) .
C o m p o u n d s c a n be p l a c e d o n t he N P L if t h e y a r e p r e s e n t i n s ig n i f ic a n t q u a n t it ie s o r
p o s e a s ig n if i c a n t ri s k to h u m a n h e a lt h o r t he e n v i r o n m e n t . Ex p o s u r e t o P A H s
c o n s t i tu te s a s ig n if i c a n t h e a lt h ri s k f o r p e o p le l iv i n g i n i n d u s t ri a l iz e d a r e a s o f t h e w o r ld
(T h a k k e r , 1 9 8 5 ; D i p p le , 1 9 9 0 ).
F o r m o s t P A H s it a p p e a r s t h a t t h e p ri n c i p a l u lt im a t e c a r c i n o g e n i c m e t a b o lit e is
t h e b a y r e g io n d io l e p o x i d e . T h i s m e t a b o lit e is a c h e m i c a lly r e a c t iv e e le c t r o p h i l e a n d it
r e a d i ly r e a c ts w it h n u c l e i c a c i d s , p r o t e i n s a n d o t he r c e ll u la r m o le c u le s (H a r v e y , 1 9 9 1 ) .
T h e s e b a y r e g i o n d io l e po x i d e s a r e s o m e w h a t u n i q u e be c a u s e o f t h e i r r e s i s t a n c e t o
e n z ym a t i c d e t o x if i c a t i o n . A c c o r d i n g t o t h is t h e o ry , t h e ba y r e g i o n p r o v id e s a p o c k e t o f
p r o t e c t i o n w h i c h s te ri c a l ly h i n d e r s t he a p p r o a c h a n d p r o pe r o ri e n ta t io n o f e po x id e
hy d r o la s e a n d o t he r d e t o x i fy i n g e n z ym e s (H a r v e y , 1 9 9 1 ).
T h e lipo p h i l ic it y , e n v i r o n m e n t a l p e r s is t e n c e a n d g e n o t o x ic it y o f PA H s g e n e r a ll y
i n c r e a s e a s th e i r m o le c u l a r s iz e i n c r e a s e s ( K o ba y a s h i , 1 9 8 2 ). Se v e r a l L D g , , v a lu e s
h a v e b e e n d e t e r m in e d f o r P A H s a n d a r e s h o w n i n T a b le 2 . 1
. P he n a n t h r e n e i s a PA H
1 0
o f s m a l l to in t e r m e d ia t e s i z e , a n d li a s a n o r a l L D 5 0 in m ic e o f 7 0 0 m g/ k g (S im m o n ,
1 9 7 9 ). P h e n a n t h r e n e h a s n o t b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e e it h e r m u t a ge n i c o r
c a r c i n o g e n ic (G r o v e r , 1 9 7 1 )
P A H # R i n g s L D 5 0
N a p h t h a le n e 2 1 7 8 0 m g/ k g
P he n a n t h r e n e 3 7 0 0 m g/ k g
F l u o r a n t he n e 4 2 0 0 m g/ k g
B e n z o (a )p y r e n e 5 5 0 m g/ k g
T a b l e 2 . 1 : T o x i c it y o f S e v e r a l P A H s (K i n g s b u ry , e t a l. , 1 9 7 9 )
B i o d e o r a da t i o n o f P A H s
M a n y s p e c i e s o f b a c te r i a a r e k n o w n t o d e g r a de P A H s a n d t h e s e a b i lit i e s h a v e
b e e n s t u d i e d f o r m a n y y e a r s (T a u s s o n , 1 9 2 8 ) . T h e d e g r a d a b i lit y o f lo w m o l e c u la r
w e i g ht P A H s h a s b e e n w e l l e s t a b li s h e d . C o m po u n d s w it h t h r e e o r f e w e r r i n g s a r e
r e la t i v e ly b i o d e g r a da b le , ha v i n g h a lf li v e s o f t w o m o n t h s o r l e s s w hi l e PA H s w it h f o u r
o r m o r e r i n g s c a n h a v e h a lf li v e s f r o m s e v e r a l m o n t h s t o s e v e r a l y e a r s (C e r n ig li a ,
1 9 9 2 ) . A lt h o u g h P A H s w it h f o u r o r m o r e r i n gs a r e e x t r e m e ly r e c a lc it r a n t t o
b io d e g r a d a t i o n a n d p e r s i s t i n t h e e n v i r o n m e n t fo r l o n g p e r i o d s o f t im e , o r g a n is m s
h a v e be e n id e n t if i e d w h i c h a r e c a p a b le o f d e g r a d i n g t h e m . O r g a n i s m s h a v e b e e n
id e n t if ie d w hic h c a n de g r a de f lu o r a n t h e n e (We is s e n f e ls e t a l . , 19 9 0 ) , p y r e n e (W a lte r
e t . a l .
,
1 99 1 ) , a n d b e n z o (a ) py r e n e (G ib s o n e t a l . , 1 9 7 5 ) .
1 1
C o m e t a b o l is m i s a n im p o r t a n t a s pe c t o f m i c r o b i a l t r a n s fo r m a t i o n s o f P A H s ,
e s p e c ia l ly i n d e g r a d a t io n o f t h e li i gh e r m o le c u l a r w e ig ht P A H s . C o m e ta b o li s m is t h e
t r a n s fo r m a t io n o f a n o n - g r o w t h s u b s t r a t e i n t h e p r e s e n c e o f a n a d d it i o n a l g r o w t h
s u b s t r a te o r o t h e r t r a n s f o r m a b le c o m p o u n d (D a lt o n a n d St e r li n g , 1 9 8 2 ). C o m e t a b o li s m
i s u s u a ll y i d e n t i f ie d b y a b u i l d u p o f m e ta b o li te s i n pu r e c u lt u r e s . T h i s i s t h e r e s u lt o f
s i n g le s t e p t r a n s f o r m a t i o n s w it h a c c u m u la t i o n o f m e t a bo lit e s . In m i x e d c u lt u r e s ,
c o m e t a b o li s m o c c u r s a s a s te pw i s e p ro g r e s s i o n . O n e o rg a n i s m in t h e c o n s o r t i a m a y
m e t a b o li z e a s t a r t i n g c o m p o u n d t h r o u g h o n e o r m o r e s te p s , t he n a s e c o n d o r g a n i s m
m a y u s e t h e s e m e t a b o lit e s a s a s t a r t in g s u b s t r a t e a n d fu r t h e r m e t a b o li z e t h e
c o m p o u n d . T h r o u g h t h i s p r o g r e s s i o n a r e c a lc it r a n t c o m po u n d c a n b e m i n e r a li z e d .
M a n y i n v e s t i g a t o r s ha v e t h e o r iz e d t h a t t h e p a t h w a y s f o r t h e d e g r a d a t io n o f
i n d iv i d u a l P A H s m u s t be s i m i la r be c a u s e m a n y m ic r o b i a l p o pu la t io n s o r i s o la te s c a n
d e g r a d e m o r e t h a n o n e P A H . F o r e x a m p le , R h o d o c o c c u s s p . c a n u t i li z e
p h e n a n t h r e n e , a n t h r a c e n e , f lu o r a n t h e n e , c h ry s e n e o r py r e n e a s s o le c a r bo n s o u r c e s ,
a s w e l l a s n a p ht ha l e n e a n d f l u o r e n e t h r o u g h c o m e t a bo li c i n t e r a c t i o n s (W a lt e r e t a l . ,
1 9 9 1) . T h i s b r o a d s u b s t r a t e s p e c if i c it y m a y b e d u e t o t h e s t r u c t u r a l s im i la r it i e s o f t h e
P A H o r to n o n s pe c i fi c m ic r o b ia l e n z ym e s (B a u e r a n d C a po n e , 1 9 8 8 ; W a lt e r e t a l . ,
1 9 9 1 ) . F o r e x a m p le , py r e n e a n d b e n z o (a )py r e n e a r e s im i la r i n s t r u c t u r e , t h a t is t he y
e a c h c o n s i s t o f m u lt i p le f u s e d a r o m a t i c r i n g s . G r o s s e r e t a l . (19 9 1 ) h a v e o b s e r v e d t h e
s im u lt a n e o u s d e g r a d a t i o n o f py r e n e a n d be n z o (a )py r e n e . F o g h t a n d W e s t la k e (1 9 8 8 )
ha v e a t t ri b u t e d t he de g r a d a t io n o f m u lt ip l e P A H s b y P s e u d o m o n a s s p . t o a
n o n s pe c if ic o x y g e n a s e w h ic h i s a b le t o a t ta c k m a n y P A H s .
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T h e r e a r e e x c e p t io n s to t h e m u lt i p l e P A H de g r a d a t i o n t h e o r y . M a n y c a s e s h a v e
b e e n p u b l i s h e d i n w h i c h o n e P A H c a n b e de g r a de d a n d a n o t h e r o f s i n ri i la r o r s m a l le r
s i z e c a n n o t . S o m e s t r a i n s o f b a c te r ia c a n d e g r a d e p h e n a n t h r e n e bu t e it h e r la c k t h e
a b il it y t o de g r a d e n a p h t h a le n e (B a r n s le y , 1 9 8 3 a ) o r c a n o n ly c o m e t a bo li c a l ly d e g r a de
n a p ht h a le n e (W e is s e n f e ls e t a l. , 1 9 9 1 ). O t h e r s t r a i n s o f ba c te r i a ha v e b e e n is o la t e d
w h ic h c a n d e g r a d e n a p h t h a le n e a n d m e t h y l n a p h t h a le n e b u t n o t o t h e r P A H s (M u e l le r
e t a l . , 1 9 8 9 ) .
B io d e q r a d a t i o n p a t h w a y s o f p he n a n t h r e n e
T he b a c t e r ia l d e g r a da t i o n o f p h e n a n t h r e n e m a y o c c u r t h r o u g h d if f e r e n t p a t h w a y s .
T h e f i r s t p r o po s e d p a t h w a y fo r ph e n a n t h r e n e m e ta b o li s m w a s p u b li s h e d i n 1 9 6 5 b y
Ev a n s e t . a l . T h i s p a t h w a y , s o m e t im e s c a ll e d t h e c a t e c ho l pa t h w a y , w a s o b s e r v e d in
a s o il p s e u d o m o n a d a n d i s s ho w n i n F ig u r e 2 . 2 . T h e h y d ro x y la t io n o f p h e n a n t h r e n e
[A ] , r e s u lt s i n t r a n s , 3 - 4 - d ih y d r o - 3 , 4 - d ihy d r o x y p h e n a n t h r e n e [B ] (C o ll a , e t . a l . , 1 9 5 9 ) .
T h e c is i s o m e r s [B
'
a n d B
"
] a r e t h e p r im a r y p r o d u c t s a t t h is s te p fo r s o m e s t r a i n s o f
B e ij e r i n c k i a a n d P s e u d o m o n a s p u t id a (J e ri n a e t . a l . , 1 9 7 5 ). A d e h y d r o g e n a t i o n
r e a c t i o n o c c u r s t o f o r m 3
,
4 - d i h y d r o x y ph e n a n t h r e n e [C ] , w h i c h is t h e n e n z y m a t ic a l ly
c le a v e d b y a n i r o n d e p e n d e n t o x y g e n a s e (a ) . T h e s pe c i fi c it y o f t h i s e n z ym e w a s la t e r
c o n fi r m e d by B a r n s le y (1 9 8 3 a ). T h e p r o d u c t o f t h e e n z y m a t ic r e a c t i o n is c /s - 4 - (1 -
hy d r o x y
- n a p h t h
- 2 - y l )- 2 - o x o b u t - 3 - e n o i c a c i d [D ] , w h i c h i s d e c a r bo x y l a t e d a n d t h e n
o x i d i z e d t o 7
,
8 - b e n z o c o u m a r i n [E ] . C o m po u n d D ha s be e n s h o w n t o fo r m a ry s t a l i n e
d e ri v a t iv e [F ] , w h i c h u n d e r a c id i c c o n d it io n s f o r m s a p y ry liu m c a t i o n [G ] .
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U n de r b a s ic c o n d it i o n s c o m p o u n d H i s f o r m e d . A n a ldo l a s e {b) a c t s o n c o m p o u n d H
t o f o r m 1 - h y d r o x y
- 2 - n a p ht h a ld e h y de [ I] . O n e - h y d r o x y - 2 - n a p ht h o i c a c id [J ] i s
p r o d u c e d by a d e h y d r o g e n a t io n r e a c t i o n (c ) . O x i d a t iv e d e c a r b o x y la t io n o f c o m p o u n d
J t o 1 , 2 - d i h y d r o x y n a p h t h a le n e [K ] o c c u r s b y a h y d r o x y la s e (d )- C o m p o u n d K b e g i n s a
pa t fi w a y w h ic h is t h e s a m e a s n a p h t h a le n e m e ta b o li s m (D a v i e s a n d E v a n s , 1 9 6 4 ).
T h is p a t h w a y c o n t in u e s t h r o u g h s a lic y la t e h y d e [M ] , s a l ic y li c a c id [N ] a n d c a t e c h o l [O ] .
C a t e c h o l m a y b e c le a v e d by tw o d if fe r e n t e n z ym e s , 1 , 2 - d io x y g e n a s e (e ) o r 2 , 3 -
d i o x y g e n a s e (/ )r e s u lt i n g i n e it h e r m e t a o r o rt h o c le a v a g e (R i b b o n s a n d E a t o n , 1 9 8 2 ) .
A n o t he r p a t hw a y f o r p h e n a n t h r e n e d e g r a da t io n h a s be e n r e po r t e d by K i y o h a r a
e t a l. (1 9 7 6 ; 19 7 8 ). T h is pa t h w a y w a s s t u d ie d i n A e r o m o n a s a n d p a r a ll e ls t h e
p a t hw a y d e s c r i b e d b y E v a n s u p to t h e p r o d u c t io n o f 1
- h y d r o x y - 2
-
n a p h t h o i c a c id [J ] , a t
w h ic h p o i n t it d i v e r g e s . T h i s p a t h w a y , k n o w n a s t h e p r o to c a t e c h u ic a c id p a t h w a y , i s
s h o w n i n F ig u r e 2 . 3 . A e r o m o n a s u t i l iz e s a d i o x y g e n a s e (g ) a n d a n a ld o la s e (h ) t o
c o n v e r t 1 - h y d r o x y
- 2 - n a p ht h o a t e t o 2 - c a r bo x y b e n z a ld e hy d e [O ] . C o m p o u n d P is t h e n
o x id i z e d t o o - p h t h a la t e [P ] by a de h y d r o g e n a s e (/) . O p h th a la te i s c o n v e r t e d t o
p r o t o c a t e c h u a t e [Q ] , w h ic h c a n t h e n b e o r t h o o r m e ta c l e a v e d b y s p e c if ic o x y g e n a s e s
(/ o r k) . T h e ide n t i f ic a t io n o f 2 - c a r b o x y b e n z a l d e h y d e a s a m e t a b o lit e o f p h e n a n t h r e n e
d e g r a d a t io n b y B a r n s le y (1 9 8 3 b) i s f u r t h e r e v i d e n c e f o r t h i s p a t h w a y .
B o t h o f t h e a bo v e pa t h w a y s u t i li z e a d io x y g e n a s e i n t h e o x id a t io n o f
p he n a n t h r e n e . A u n iq u e e n z ym a t ic r e a c t i o n u t i li z i n g a m o n o o x y g e n a s e t o o x id i z e
p he n a n t h r e n e ha s b e e n r e po r te d by N a r r o e t . a l . ( 19 9 2 ). A c y a n o b a c te r i u m ,
15
F i g u r e 2 . 3 : T h e p r o t o c a t e c h u i c a c i d
p a t h w a y f o r p h e n a n t h r e n e
b i o d e g r e d a t i o n .
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A g m e n e ll u m q u a d r u p l ic a t u m P R
- 6 , o x id i z e s p h e n a n t h r e n e t o f o r m t r a n s - 9 , ^ 0 -
d i h y d r o d io l a n d 1 - m e t h o x y p he n a n t h r e n e .
Se v e r a l s e p c i e s o f f u n g i a r e k n o w n to d e g r a d e p h e n a n t h r e n e (M a c G i l li v a r y a n d
S h i a r is , 1 9 9 3 ; S u t he r l a n d e t a l . , 1 9 9 3 ; M o rg a n e t a l. , 1 9 9 1 ). T he r e a r e t w o m a i n
m e c h a n i s m s w h ic h f u n g i u s e t o d e g r a d e P A H s : e x t r a c e l lu l a r l ig n i n a s e s (S a n g l a r d e t
a l. , 1 9 8 6 ) a n d c y t o c h r o m e P - 4 5 0 l ik e e n z y m e s (S u t h e r la n d e t a l. , 1 9 9 3 ) . I n g e n e r a l,
f u n g i h y d r o x y l a t e a r o m a t ic h y d r o c a r bo n s a s a p r e lu de to d e t o x if ic a t io n , w h e r e a s
b a c te r ia o x i d iz e a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s t o d i h y d r o x y la te d c o m p o u n d s a s a p r e l u d e to
r i n g f is s i o n .
L ig n i n o l y t i c e n z ym e s a r e n o n
- s pe c if i c , e x t r a c e l lu la r e n z ym e s t h a t c a t a ly z e
o x id a t i v e r e a c t io n s u n de r n it r o g e n l im it i n g c o n d it io n s . S e v e r a l P A H s h a v e b e e n s h o w n
t o be d e g r a d e d by l ig n i n o ly t i c e n z y m e s (H a m m e l e t a l . , 1 9 9 2 a n d 1 9 9 1 ; F ie ld e t a l . ,
1 9 9 2 ). P ha n e r o c h a e t e c h ry s o s p o r i u m , t he m o s t c o m m o n ly i n v e s t i g a t e d li g n i n o l yt i c
f u n g u s , is a c o m m o n i n ha b it a n t o f s o i l s a n d is k n o w n fo r it s a b i l it y t o d e g r a de c e l lu l o s e
a n d l ig n i n . P . c h r y s o s p o r i u m d o e s n o t u s e li g n i n a s a c a r b o n s o u r c e , b u t t h e li g n i n is
c o m e t a b o l is e d i n t h e p r e s e n c e o f o t h e r c a rb o n s o u r c e s (R ic h a r ds , 1 9 8 7 ) . T he lig n i n
p e r o x ida s e e n z y m e s a r e r e s po n s i b le fo r c le v a ge o f t h e a r o m a t i c ri n g o f m a n y P A H s .
T h i s d e g r a d a t io n pa t h w a y u s u a l ly p r o c e e ds t h r o u g h q u i n o n e s ( F i e ld e t a l . , 1 9 9 2 ;
H a m m e l e t a l . , 1 9 9 2 a n d 1 9 9 1) . F o r e x a m p le , H a m m e l e t a l. (1 9 9 1 ) f o u n d t h a t
a n t h r a c e n e w a s o x id i z e d t o a n t h r a q u i n o n e a n d t h e n to p ht h a li c a c id b y P .
1 7
c h ry s o s p o r i u m u n de r li g n i n o ly t ic c o n d it i o n s by l ig n i n p e r o x id a s e , a n d a l l m e t a b o l it e s
w e r e fo u n d t o be t r a n s fo r m e d to c a r bo n d i o x i d e .
C y t o c h r o m e P
- 4 5 0 " l i k e " m e t a b o li s m o f P A H s h a s be e n o b s e r v e d i n fu n g i.
M e t a b o li c p r o d u c t s p r o d u c e d v i a t h i s d e g r a d a t i o n p a t h w a y te n d t o b e d i h y d r o d i o ls ,
d io l s , d io l e p o x id e s , t e t r o l s , a n d c o n ju g a te d p r o d u c t s (C e r n ig l ia a n d G ib s o n , 1 9 8 0 ) .
S o m e o f t h e m e t a bo lit e s p r o d u c e d b y t h is s y s t e m m a y b e c o n s i d e r e d t o x ic , b u t
s u b s e q u e n t c o n ju g a t i o n r e a c t i o n s a r e c o n s id e r e d t o b e de to x i f i c a t io n r e a c t i o n s .
C y t o c h r o m e P - 4 5 0 e n z y m e s h a v e b e e n id e n t i f i e d in fu n g i s u c h a s C u n n in g ha m e l la s p .
a n d i n c e rt a i n y e a s t s (F e r r i s e t a l . , 1 9 7 6 ; W o o d s a n d W e i s m a n , 1 9 7 9 ), h o w e v e r ,
id e n t if i c a t io n o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 e n z y m e s i n P . c h r y s o s p o r i u m h a s n o t y e t o c c u r r e d .
F i g u r e 2 . 4 s h o w s a n a b b r e v ia t e d p a t h w a y fo r t h e f u n ga l m e t a bo l is m o f a r o m a t i c
h y d r o c a r bo n s .
F a c to r s e f f e c t i n g P A H b io d e q r a d a t io n i n s o i l
M a n y m ic r o o r g a n i s m s c a n d e g r a d e P A H s In p u r e c u lt u r e (C e r n i g li a , 1 9 8 4 ;
K iy o h a r a , 1 9 7 8 ) , h o w e v e r , t h e i r r a t e o f b io d e g r a d a t i o n i n s o i l s i s s lo w (J o n e s , 19 8 9 ).
T h e s lo w e r r a t e o f b i o d e g r a d a t io n s u g g e s t s t h a t m i c r o b ia l a c t iv ity is b e i n g i n h ib it e d b y
f a c t o r s p r e s e n t i n t h e n a t u r a l e n v i r o n m e n t .
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O x y ge n a n d w a t e r a r e bo t h c r u c ia l fa c to r s i n t h e m e ta b o li s m o f P A H s . T h e
b io d e g r a d a t i o n o f P A H s i s n e g li g i b le u n d e r a n a e r o b i c c o n d it i o n s (Ba u e r a n d C a p o n e ,
1 9 8 5 ), t h u s , t h e s u p p ly o r d i f f u s io n o f o x y g e n m a y l im i t t h e i r d e s t r u c t i o n i n n a tu r e . A
la r g e f r a c t i o n o f t h e m i c r o b i a l p o p u la t i o n w it h i n t h e s o i l d e p e n d s o n o x y g e n a s t h e i r
t e r m i n a l e le c t r o n a c c e p t o r d u r i n g m e t a b o l is m . Wh e n s o i l p o r e s be c o m e f il l e d w i t h
w a t e r
,
t h e d if fu s i o n o f g a s e s t h r o u g h t h e s o il i s r e s t r ic te d . O x y ge n m a y b e c o n s u m e d
fa s te r t h a n it c a n b e r e p la c e d b y d i f f u s io n , a n d t h e s o i l m a y b e c o m e a n a e r o b i c . T h e
c la y a n d o rg a n i c m a t t e r c o n t e n t o f s o i ls c a n a ls o a f fe c t t h e a m o u n t o f a v a i l a b le
o x y g e n . C la y s o i ls t e n d t o h a v e a h ig h e r m o is t u r e c o n t e n t , w h ic h r e s t r ic t s o x y g e n
d if f u s io n , w h i le a h i g h o rg a n ic m a tt e r c o n t e n t m a y in c r e a s e m ic r o b ia l a c t iv it y a n d
d e p l e te a v a il a b le o x y g e n (S im s , 1 9 9 0 ).
Po ly c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a rb o n s a r e s o r be d by s o i l p a rt i c le s . T h i s s o r p t i o n m a y
r e n d e r t h e P A H u n a v a i la b le fo r u p t a k e b y b a c t e ri a (M c C a rt h y a n d J i m e n e z , 1 9 8 5 ).
S o i l o rg a n ic m a t t e r h a s a ls o b e e n s h o w n t o b i n d P A H s (Dz o m ba k , 1 9 8 4 ), a n d it i s
k n o w n t h a t a t le a s t s o m e s o rb e d s u b s t r a t e s a r e m o r e r e s i s t a n t t o d e g r a d a t i o n t h a n t h e
n o n s o rb e d c h e m i c a l (E s t r e ll a , 1 9 9 3 ) . T h e h ig h e r t h e o rg a n i c c o n t e n t o f t h e s o i l , t h e
m o r e s o r p t i o n w a s o bs e r v e d . A s t u d y b y M a n i l a l e t . a l . (1 9 9 1 ) e x a m in e d t he r o l e o f
s o i l o rg a n ic c o n t e n t a n d t h e r a t e o f p h e n a n t h r e n e b i o d e g r a d a t io n . W h e n
p h e n a n t h r e n e w a s a d d e d t o m u c k s o il s , a l l o f t h e a d d e d p h e n a n t h r e n e w a s s o r b e d to
t h e s o i l , a n d d e g r a d a t i o n w a s m u c h s lo w e r t h a n i n s o i l s w it h a lo w e r o rg a n ic c o n te n t .
T h i s s t u d y is o f p a rt i c u la r i n t e r e s t b e c a u s e e v e n t h o u g h a l l o f t h e p h e n a n t h r e n e w a s
s h o w n to be s o r be d to s o i l pa rt i c u la t e s o r o r ga n ic s , d e g r a da t io n s t i ll o c c u r r e d .
2 0
S o il p H a n d te m p e r a t u r e a f f e c t t h e a c t iv it y o f s o i l m i c r o o r g a n is m s . A m o d e r a t e
i n c r e a s e i n t e m pe r a t u r e i n c r e a s e s m ic r o b ia l a c t i v it y a s w e l l a s in c r e a s i n g t h e a q u e o u s
s o lu b i l it y o f a s p a r i n g ly s o lu b le c o m po u n d s s u c h a s P A H s , t h u s i n c r e a s i n g t h e i r
b io a v a i la b i lit y . B i o d e g r a d a t i o n g e n e r a lly d e c l i n e s w it h l o w e r i n g s o i l t e m p e r a t u r e s d u e
t o de c r e a s e d m i c r o b ia l g ro w t h a n d m e ta b o li c a c t iv ity (S h e r r i l , 1 9 8 0 ). H o w e v e r ,
o rg a n i s m s w h i c h h a v e b e c o m e a c c l im a t e d t o e x t r e m e t e m p e r a t u r e s m a y e x h i b it t h e i r
h i g h e s t r a t e s o f d e g r a d a t i o n u n d e r t h e s e c o n d it i o n s . F o r e x a m p le , a s t u d y c o n d u c t e d
b y C u n d e ll a n d T r a x le r i n 1 9 7 3 e x a m i n e d h y d r o c a r b o n d e g r a d i n g b a c t e ri a is o la t e d
f r o m a n a r c t i c o i l s e e p . T he y de m o n s t r a t e d t ha t s e v e r a l g e n e r a o f b a c t e r i a w e r e
c a p a b l e o f de g r a d i n g p h e n a n t h r e n e a t l o w t e m (3e r a t u r e s . A s t h e t e m pe r a t u r e w a s
i n c r e a s e d
,
t h e n u m be r o f i s o la t e s a b l e t o d e g r a de p h e n a n t h r e n e d e c r e a s e d . S o i ls c a n
e x h i b it g r e a t t e m pe r a t u r e v a r ia t io n s in t h e s u r fa c e la y e r s . Se a s o n a l te m p e r a t u r e
c h a n g e s d e c r e a s e w it h s o i l d e p t h , a n d w e t s o il s a r e l e s s s u b je c t t o la rg e t e m pe r a tu r e
f lu c t u a t i o n s t ha n a r e d ry s o i ls (P a u l , 1 9 8 9 ).
T h e e ff e c t o f pH c h a n ge s o n t h e d e g r a d a t i o n o f p h e n a n t h r e n e s e e m s t o be
m in im a l (D ib b le , 1 9 7 9 ). S m a ll c h a n g e s i n p H d id n o t a f f e c t t h e r a t e s o f p h e n a n t h r e n e
d e g r a da t io n i n a s t u d y b y S h ia r i s (1 9 8 9 ) . H o w e v e r , t h e s o lu b il it y o f p h o s p h o r o u s i s
m a x im i z e d a t p H 6 . 5 (S im s , 1 9 9 0 ). T h e r e fo r e , t h e p H o f a c o n t a m i n a t e d s o il s y s t e m
c a n a ff e c t t h e a v a i la b il it y o f n u t r ie n t s a n d m a y h a v e t o be m a n a g e d i n o r d e r t o a c h ie v e
c o n d i t io n s f a v o r a b le t o m ic r o b ia l a c t iv i ty a n d d e g r a d a t io n o f o r g a n i c c o n s t i t u e n t s .
In s o m e e n v i r o n m e n t s
,
t h e c o n c e n t r a t io n o f i n o rg a n ic n u t ri e n t s m a y be le s s t h a n
o p t im a l fo r m i c r o b ia l g r o w t h a n d m e t a b o l is m . T h e a m o u n t o f n u t ri e n t s n e e d e d
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d e pe n d s o n t h e a m o u n t o f c a r b o n p r e s e n t , b e c a u s e it i s t h e r a t i o s o f n it r o g e n : c a rb o n
a n d p h o s p h o r o u s :c a r b o n t h a t a r e im p o r t a n t . T h e a d d i t io n o f n it r o g e n a n d
p h o s ph o r o u s s o m e t im e s r e s u lt s in t h e e n h a n c e m e n t o f m i c r o b ia l g r o \ A4 h a n d
b i o d e g r a d a t i o n o f c e r t a i n o rg a n i c c o m p o u n d s (L e w i s , 1 9 8 6 ) . A n o i l s l ic k , fo r e x a m p le ,
i s v e r y li m i te d i n a v a i la b le n u t ri e n t s . L a r ge r a m o u n t s o f n u t r i e n t s a r e r e qu i r e d s o a s
n o t t o lim it t h e d e g r a d a t io n o f p h e n a n t h r e n e a n d o t h e r h y d r o c a r bo n s (A t la s , 1 9 8 1 ) .
T h e f o r m o f t h e n u t r i e n t i s a ls o im po r ta n t . M o rg a n a n d Wa tk i n s o n (1 9 9 2 ) e x a m i n e d
t h e e f f e c t o f a d d i n g i n o rg a n ic a n d o rg a n i c n it r o ge n t o a n in s it u t r e a t m e n t r e a c t o r o f o i l
c o n t a m i n a t e d s o i l . I n o rg a n ic n it r o g e n a dd i t i o n s c o m p le te l y i n h ib it e d t h e m i n e r a liz a t io n
o f p h e n a n t h r e n e , w h i le th e a d d it i o n o f o rg a n i c n it r o g e n s t im u l a te d d e g r a d a t i o n . T h e
r e s e a r c he r s t he o r i z e d t h a t t h e a dd it i o n a l i n o r ga n ic n it r o ge n c a u s e d a s h i f t i n t h e
m e t a b o li s m o f t h e i n d i ge n o u s m ic r o b i a l c o m m u n it y a w a y f r o m t h e m e t a b o li s m o f
p h e n a n t h r e n e ; o r t h e p o p u la t io n h a d a da pt e d t o t h e i n d ig e n o u s o r ga n i c n it r o g e n le v e ls
a n d t h e s u d d e n in c r e a s e c a u s e d a n i n h i b it o ry e f f e c t .
W h e n m ic r o b i a l c o m m u n it i e s a r e c h r o n i c a l ly e x p o s e d t o c o n t a m i n a n t s i n t h e
e n v i r o n m e n t t h e y c a n d e v e lo p a n e v o lu t i o n a r y r e s is t a n c e t o t h e to x i c it y , o r i n o t h e r
w o r d s , a d a p t t o t h e i r e n v i r o n m e n t (C e r n i g li a , 1 9 84 ). T he s e a d a p t e d o r ga n i s m s a r e
a b l e to o x i d iz e c o m po u n ds w h i c h w o u ld o rd i n a r i ly be t o x ic t o u n a d a p t e d o rg a n is m s .
O r g a n is m s h a v e be e n s h o w n t o a d a pt t o t h e p r e s e n c e o f P A H s i n t h e e n v i r o n m e n t
(M a d s e n e t . a l . , 1 9 9 1 ; T ho m a s e t a l . , 1 9 8 9 ; B a u e r a n d C a p o n e 1 9 8 8 a n d 1 9 8 5 ;
S he r ri l , 1 9 8 0 ). P he n a n t h r e n e d e g r a d i n g o r g a n i s m s w e r e e n u m e r a t e d a t d iff e r e n t
d e p t h s i n a c o n t a m in a t e d a q u i f e r . T h e n u m be r o f P A H d e g ra d i n g o r g a n i s m s w a s
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po s i t iv e ly c o r r e la t e d w it h a n i n c r e a s e i n e x p o s u r e (B a u e r a n d C a p o n e , 1 9 8 5 ).
P h e n a n t li r e n e d e g r a d i n g o r g a n i s m s n na y li a v e a c o m pe t it iv e a d v a n t a g e In P A H
c o n t a m i n a t e d e n v i r o n m e n t s b e c a u s e t h e y a l r e a d y po s s e s s t h e e n z y m e s n e c e s s a ry t o
m e t a b o l iz e t h e c o m p o u n d , o r b e c a u s e t h e y a r e le s s s e n s it iv e t o t h e t o x ic e f f e c t s o f t h e
c o m po u n d . In s o m e c a s e s t h e P A H m a y be p r e s e n t i n h i g h e n o u g h c o n c e n t r a t i o n s t o
a c t a s a n e n z ym e i n d u c e r . In t h e c a s e o f n a p h t h a le n e , s a li c y la t e , a m e t a b o li c
i n t e r m e d ia t e , a c ts a s t h e e n z y m e in d u c e r .
R o le o f p la s m i d s i n b i o d e q r a d a t io n o f P A H s
P s e u do m o n a ds a r e w e ll k n o w n fo r t h e i r a b i li ty t o d e g r a d e a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s .
T h e g e n e s s pe c i fy in g de g r a d a t io n r e a c t io n s a r e o f te n lo c a t e d o n p la s m i d s , w h ic h
e n a b le t h e h o s t t o u t il iz e t h e c o m p o u n d a s a c a r b o n a n d e n e r g y s o u r c e (C a i n , 1 9 8 2 ;
D u n n
,
1 9 7 3 ; Z u n i g a , 1 9 8 1 ). So m e c o m m o n d e g r a d a t i o n p l a s m i d s i n c lu d e TO L
(Wi l lia m s , 1 9 7 4 ), CA M (R he i n w a ld , 1 9 7 3 ) , O CT (C ha k r a b a r t y , 1 9 7 2 ) , a n d NA H 7
(D u n n , 1 9 7 3 ) , w h i c h e n c o d e t h e g e n e s fo r t h e d e g r a d a t i o n o f to l u e n e , c a m p h o r ,
o c t a n e , a n d n a p h t h a le n e , r e s pe c t i v e ly . T h e n a p h t h a le n e d e g r a d a t io n p i a s m id h a s
b e e n w e l l c h a r a c te r i z e d (D u n n , 1 9 7 3 ) , bu t n o t m u c h i s k n o w n a b o u t t h e s u b s t r a t e
s pe c if i c it y o f t he e n z ym e s o f t he n a h o pe r o n , a n d w h e t h e r t h e n a / T- e n c o d e d e n z y m e s
a r e c a pa b l e o f m e t a bo l iz i n g h ig he r m o le c u la r w e ig ht P A H s .
T h e b i o c h e m is t ry a n d g e n e t i c s o f t h e n a p h t ha l e n e d e g ra d a t io n p a t h w a y o f
P s e u d o m o n a ds i s a w e l l e s t a b li s h e d m o d e l f o r t he s tu d y o f d i c y c l ic a r o m a t ic
hy d r o c a r b o n s (Y e n a n d S e d a r , 1 9 8 8 ). P s e u d o m o n a s p u t id a s t r a i n P p G 7 c o n t a i n s t h e
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NA H7 p la s m i d , a n 8 3 k b p la s m id w h i c h i n c lu d e s a l l o f t h e g e n e s n e c e s s a r y fo r t h e
d e g r a d a t i o n o f n a p h t h a l e n e . (T h e e a r ly r e a c t i o n s i n t h e pa t h w a y fo r n a p h t h a l e n e
m e t a b o li s m a r e s h o w n i n F ig u r e 2 . 5 . ) T h e o r ga n i z a t io n o f t h e N A H 7 p l a s m id h a s
b e e n w e l l c h a r a c te ri z e d (Y e n , 1 9 8 2 a n d 1 9 8 5 ). T h e c a t a b o li c g e n e s a r e o r ga n i z e d i n t o
tw o o pe r o n s , n a h a n d s a l , a n d i n d u c t i o n o f t h e o p e r o n s i s c o n t r o lle d n o t by
n a p h t h a l e n e b u t b y it s m e t a b o lit e , s a l ic y la t e (Y e n , 1 9 8 2 a n d 1 9 8 5 ) . T h e n a h o p e r o n ,
k n o w n a s t h e u p pe r pa t h w a y , i n c l u d e s ge n e s n a M B C D E F , w h i c h c o d e f o r t h e
c o n v e r s i o n o f n a p h t ha le n e t o s a li c y l a t e . T h e s a / o pe r o n , k n o w n a s t h e lo w e r p a t h w a y ,
i n c lu d e s t h e ge n e s n a / jG H IJ K , w h i c h c o d e fo r t h e o x i d a t io n o f s a li c y l a t e v i a t h e
c a t e c h o l m e t a - c le a v a g e p a t h w a y t o a c e t a ld e hy d e a n d py r u v a t e . R e s t ri c t i o n m a pp i n g o f
t he NA H7 p la s m id p l a c e s a l l o f t h e g e n e s n e c e s s a r y f o r n a p h t ha le n e m e t a b o l i s m i n a
3 0 k b s e g m e n t ( F ig u r e 2 . 6 ).
E v id e n c e f o r a p h e n a n t h r e n e d e g r a d a t i o n p la s m id
M a n y d if fe r e n t o r g a n i s m s ha v e be e n i s o la t e d w h i c h h a v e t h e a b i li ty t o d e g r a d e
p he n a n t h r e n e (T a b le 2 . 2 ), b u t v e ry lit t le w o ri < h a s b e e n do n e to v e ri f y t h e p r e s e n c e o f
p la s m i d s in t h e s e i s o l a t e s . Wo rk d o n e b y K iy o h a r a e t . a l . ( 1 9 8 2 b ; 1 9 8 3 ) h a s r e p o r t e d
t h e p r e s e n c e o f p h e n a n t h r e n e d e g r a d a t i o n p la s m ids i n t w o o r ga n is m s , B e ij e r in c k i a
a n d A l c a l ig e n e s . T w o p l a s m id s w e re i s o la t e d f r o m B e ij e r i n c k i a w h ic h w e r e d e s ig n a t e d
a s p K G I a n d p K G 2 , w h i c h w e r e 1 4 7 a n d 2 0 . 8 m e ga da lt o n s , r e s p e c t iv e ly . W h e n t h e
o r ga n i s m w a s g r o w n o n be n z o a te , t h e i r a b i l ity t o u t i liz e p he n a n t h r e n e a s a s o le c a rb o n
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O r g a n i s m P la s m i d R e f e r e n c e
A e r o m o n a s s p .
A l c a l ig e n e s fa e c a li s
A r th o b a c te r s p .
Be ij e r in c k i a s p .
F la v o ba c te r i u m s p .
M ic r o c o c c u s s p .
My c o ba c t e r i u m s p .
P s e u d o m o n a s s p .
P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a
P s e u d o m o n a s f i o u r e s c e n s
P s e u d o m o n a s p u t i da
P s e u d o m o n a s s a c c h a r o p h il a
+
+
K iy o h a r a a n d N a g o , 1 9 7 8
K iy o h a r a e f a / . , 1 9 9 0
F o g ht e t a l , 1 9 9 0
K iy o h a r a e f a / . , 1 9 8 3
S h i a ri s a n d C o o n e y , 1 9 8 3
G ho s h a n d M is h r a
,
1 9 8 3
G e u ri n a n d J o n e s
,
1 9 8 8 b
B a r n s le y , 1 9 8 3 a ; F o u g h t e t a l . , 1 9 9 0
R o g o ff a n d W e n d e r , 1 9 5 7
M a n n e t a l .
,
1 9 9 3
E l li s e t a / .
,
1 9 9 1 ; J e r i n a e t a !. , 1 9 7 5
St ri n q f e llo w a n d A it k e n , 1 9 9 4
n e g a t iv e s i g n if i e s t h a t p la s m id s h a v e e it h e r n o t b e e n lo o k e d f o r o r n o t fo u n d
T a b l e 2 . 2 : P h e n a n t h r e n e D e g r a d i n g O r g a n i s m s
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s o u r c e w a s l o s t . T h e s e P h n
"
s t r a i n s h a d a ls o lo s t t h e s m a l le r p K G 2 p la s m id ,
s u g g e s t i n g t h a t t h e p K G 2 p la s m i d e n c o de s t he e n z ym e s r e s po n s ib l e f o r t he
m e t a b o l is m o f p h e n a n t h r e n e (K iy o h a r a , 1 9 8 3 ). A l c a l ig e n e s fe c a l is s t r a i n A F K 2 lo s t t h e
a b i li ty t o u t i l iz e p h e n a n t h r e n e a f te r s u c c e s s iv e s u b c u lt u r e i n m in e r a l s a lts m e d iu m
c o n t a i n i n g o
-
p h t h a la t e , o r a f te r s u bc u lt u r e i n n u t r i e n t b r o t h c o n t a i n i n g m it o m y c i n C .
T h e s e r e s u lt s s u g g e s t t h a t t h e P h n
*
p h e n o ty p e m ig ht b e e n c o d e d b y
e x t r a c h r o m o s o m a l g e n e s (K iy o h a r a , 1 9 8 2 b). G h o s h ( 1 9 8 3 ) o b s e r v e d s im i la r
c h a r a c te r i s t i c s f o r a M i c r o c o c c u s w h ic h w a s a b le t o de g r a d e p h e n a n t h r e n e . T h e
e a r l ie r w o rk o f K iy o h a r a e t . a t. (1 9 9 0 ) w a s la t e r e l a bo r a t e d u po n w h e n a 4 2 . 5 k b
p la s m id w a s i s o l a t e d f r o m t he A . fe c a l i s P h n
*
s t r a i n . T he t r a n s f o r m a t io n o f t h is
p l a s m id i n t o P h n
"
c e l ls c e n t e r e d u p o n t h e s e c e lls t h e a b i lit y to d e g r a d e p h e n a n t h r e n e .
T h e m o s t r e c e n t r e po r t s s u g g e s t i n g a p la s m id i n v o lv e m e n t i n t h e m i n e r a liz a t io n o f
p h e n a n t h r e n e w e r e p u b li s h e d b y M e n n e t . a l . (1 9 9 3 ) a n d S a n s e v e ri n o e t . a t . ( 1 9 9 3 ) .
T h is i s t h e f i r s t e v i d e n c e t ha t t h e N A H7 p la s m id
- e n c o d e d c a t a b o l ic g e n e s a r e in v o lv e d
i n t h e d e g r a d a t io n o f h ig h e r m o le c u la r w e ig h t PA H s . P la s m id s p K A l , pK A 2 a n d p KA 3
w e r e is o l a t e d f r o m P s e u d o m o n a s s t r a i n s c a p a b le o f d e g r a d i n g P A H s . T h e s e p la s m id s
ha v e h o m o l o g o u s r e g i o n s o f u p p e r a n d lo w e r NA H 7 p la s m id c a t a b o li c g e n e s .
C o n ju g a t io n e x p e r im e n t s d e m o n s t r a t e d t h a t t h e s e p la s m i d s c a r r y t he g e n e s fo r t h e
m i n e r a l i z a t io n o f p he n a n t h r e n e a n d a n t h r a c e n e a s w e l l a s n a p h t h a le n e . I n a d d it io n , a
m u ta n t o f o n e n a p ht h a le n e u t i li z i n g s t r a i n h a s t he c o m p le t e lo w e r n a h pa t hw a y
b lo c k e d b y a t r a n s po s o n i n s e r t io n . T h is m u t a n t a c c u m u la t e s 2
- h y d r o x y
- 3 - n a p ht h o ic
a c i d a n d 1 - h y d r o x y
- 2 - n a p h t ho ic a c i d (m e ta bo lit e s o f p h e n a n t h r e n e a n d a n t h r a c e n e
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d e g r a d a t io n ) w h e n g r o w n o n p h e n a n t h r e n e o r a n t h r a c e n e r e s pe c t iv e ly , p r o v i d i n g d i r e c t
b i o c he m ic a l e v id e n c e t ha t t h e n a p ht ha le n e p la s m id d e g r a d a t i o n e n z y m e s y s t e m is
i n v o lv e d i n t h e de g r a d a t io n o f h ig h e r m o le c u la r w e ig h t P A H s o t h e r t h a n n a p h t h a le n e
(M e n n , 1 9 9 3 ).
D e t e c t io n m e t ho d s f o r PA H d e q r a de r s
C o n v e n t i o n a l m e t h o d s f o r t h e d e te c t i o n o f d e g r a d e r m ic r o o r g a n is m s i n c lu d e
s e l e c t i v e p la t e c o u n t s a n d d e t e c t io n b y t h e m o s t
-
p r o ba b le
- n u m b e r (M P N ) t e c h n iq u e .
P l a t in g m e t ho d s u t i l iz e s e le c t i v e m e d i a w h ic h ta k e a dv a n t a ge o f s pe c if i c t r a it s o f t h e
o r ga n i s m o f i n t e r e s t . I n t h i s a pp l ic a t i o n , P A H c a n be s u p p li e d a s t h e s o le c a r b o n
s o u r c e . A n y o r g a n i s m w h i c h i s c a pa b le o f g r o w i n g o n t h i s m e d i a is c o u n t e d a s a
de g r a d e r o r ga n i s m (S h ia r i s , 1 9 8 3). P r o b le m s e n c o u n t e r e d w it h s e le c t iv e p la t e c o u n t s
i n c l u d e : (a ) p o o r o r s l o w g r o w t h o f t h e p o p u l a t io n o f i n te r e s t ; (b ) n o g r o w th d u e t o t h e
n e e d f o r a c o s u b s t r a te ; (c ) la c k o f s e n s it iv it y to a p o p u la t i o n r e p r e s e n t i n g o n ly a s m a ll
f r a c t i o n o f t h e t o t a l po pu la t i o n ; a n d (d ) t h e fa i lu r e t o d e t e c t p o o r ly s e l e c t a b le
p he n o t y pe s o r g e n o t y pe s t h a t a r e n o t w e l l e x p r e s s e d o n t h e s e le c t iv e m e d i a . D e s p it e
t h e s e li m i ta t io n s
, p l a t e c o u n t m e t h o d s r e m a i n a g o o d p r e lim i n a ry s c r e e n i n g p r o c e d u r e
f o r d e t e c t in g e n v i r o n m e n ta l ly im po r t a n t o rg a n i s m s . T he m o s t p r o b a b le n u m b e r
p r o c e d u r e h a s s o m e o f t h e s a m e lim it a t io n s a s t h e p la t e c o u n t m e t h o d s , p r im a ri l y t h a t
a p p ro p r i a te c o n d it i o n s f o r c u lt u ri n g t h e o r g a n is m s m u s t be e s t a b li s h e d . A l s o , t he r e is
i n h e re n t u n c e rt a in t y a n d h ig h v a ri a b i l ity , s in c e M P N re li e s o n s t a t is t ic a l p r o b a b il it i e s .
T he f i e ld s o f m o le c u la r b io l o g y a n d ge n e t ic s ha v e c r e a t e d n e w a v e n u e s fo r
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e n v i r o n m e n t a l m o n it o ri n g o f s p e c if i c b a c te ri a l po p u la t io n s (F le m i n g , 1 9 9 3 ; K n i g h t ,
1 9 9 1 ; S a y le r , 1 9 8 5 ) . O n e a r e a o f r e s e a r c h is t h e u s e o f D N A h y b ri d i z a t i o n p r o b e s t o
id e n t ify s pe c if ic o r ga n i s m s w it h pa r t ic u l a r m e t a b o li c c a pa b i li t i e s .
T h e b a s is o f t h e h y b ri d i z a t i o n p r o b e a s s a y is t h e a b i l it y o f c o m p le m e n t a r y s i n g l e
s t r a n d s o f n u c l e ic a c id t o f o r m s t a b le , d o u b le - s t r a n d e d s t r u c t u r e s v ia b a s e pa i ri n g .
T h i s r e a c t i o n
,
t e r m e d r e n a t u r a t i o n o r r e a n n e a ii n g , c a n o c c u r b e t w e e n t w o s t r a n d s o f
DN A
,
tw o s t r a n d s o f R NA
,
o r be t w e e n a s t r a n d o f D NA a n d a s t r a n d o f R NA . If o n e
s t r a n d i s l a b e l e d e it h e r r a d io a c t i v e ly o r n o n i s o t o p ic a l ly , t h e p r e s e n c e a n d i d e n t ity o f
a n o t h e r s t r a n d o f u n k n o w n o ri g i n c a n b e d e m o n s t r a t e d by it s a b i lit y t o b i n d t o t h e
la b e le d p r o b e . In a ty p ic a l h y b ri d iz a t io n p r o c e d u r e , t he D N A o f i n t e r e s t i s a t ta c h e d in
s i n g le s t r a n d e d f o r m t o a s o li d s u pp o r t . T h is s o l id s u p p o r t i s in c u ba te d w it h t h e
l a be le d p r o b e D NA , e x c e s s p r o b e is w a s h e d f r o m t h e f i lt e r a n d X - r a y f ilm i s p l a c e d
o v e r t he f i lte r . A s po t w il l s h o w u p w h e r e v e r h y b ri d i z a t io n o c c u r r e d .
T h e r e a r e a v a ri e t y o f fa c t o r s w h ic h a f f e c t t h e s e n s i t i v it y o f n u c le i c a c id
h y b ri d iz a t io n a s w e l l a s s pe c if ic de te c t io n lim it s (B e r e n t , 1 9 8 5 ; Sa y le r , 1 9 8 5 ) , i n c lu d i n g :
(a ) t he le n g t h o f t a r ge t a n d p r o b e n u c le ic a c id s e qu e n c e s ; (b ) t h e a b u n da n c e o f ta rg e t
s e q u e n c e h o s t o r g a n i s m s ; (c ) t h e s pe c if i c a c t iv it y o f i s o t o p i c a lly la b e le d p r o b e
s e q u e n c e ; (d ) t h e t y pe o f n u c l e i c a c id la b e l e d ; a n d (e ) t h e s t ri n g e n c y o f t h e
h y b rid iz a t io n p r o c e d u r e . Lo n ge r p r o be s c a n in c o rp o r a te g r e a te r a m o u n ts o f r a d io la b e l
a n d t h e r e f o r e h a v e a h i g he r s p e c i f i c a c t iv it y t ha n s h o r t e r p r o b e s , bu t la r ge r p r o b e s a r e
m o r e li k e ly t o r e a c t w it h f r a g m e n t s o f n o n
- t a r ge t D N A . T h e r e fo r e , t h e r e is a b a l a n c e
w h ic h m u s t be a c h i e v e d b e t w e e n t h e le n g t h o f t h e p ro be s e q u e n c e a n d t h e s pe c if i c it y
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w h ic h i s r e q u i r e d . S i n c e r e n a t u r a t io n r e s u lt s i n h y d r o g e n b o n d s b e t w e e n t h e
c o m p le m e n t a ry b a s e s , c o n d it i o n s t h a t a f f e c t h y d r o ge n bo n d i n g , s u c h a s t e m p e r a t u r e
a n d i o n ic s t r e n g t h , c a n i n f l u e n c e t h e s pe c if i c ity o f t h e r e a c t i o n . T h e h y b r i d i z a t i o n
r e a c t io n m a y b e pe r f o r m e d u n d e r c o n d it i o n s w h e r e t h e d o u b le - s t r a n d e d h y b r id i s
u n s t a b l e . T he n , o n ly h ig h ly c o m p l e m e n ta r y s t r a n d s w i l l f o r m s t a b le hy b r i d s . T h e s e
c o n d it i o n s a r e r e fe r r e d t o a s h i g h s t r i n g e n c y , be c a u s e t he y r e q u i r e bo t h s t r a n d s t o be
w e ll m a tc h e d fo r t h e m t o a n n e a l. L o w s t r i n g e n c y h y b ri d iz a t io n c o n d it i o n s a r e a c h i e v e d
b y lo w e r i n g t he t e m p e r a t u r e a n d r a i s i n g t h e io n ic s t r e n g t h , r e s u lt i n g i n t h e f o r m a t i o n o f
h y b ri d s b e t w e e n s t r a n d s w h i c h a r e n o t a s w e l l m a t c h e d .
A s s a y s t h a t u s e h y b ri d iz a t io n p r o b e s v a r y i n t h e i r s e n s it i v it y , d e p e n d i n g o n t h e
ty p e o f p r o b e u s e d a n d t h e d e te c t i o n m e t h o d e m p l o y e d . I n g e n e r a l , h o w e v e r , t he
lo w e s t a m o u n t o f t a r g e t D NA r e q u i r e d is f r o m 0 . 1 to 1 pg . If t h e t a r ge t is p r e s e n t o n l y
o n c e pe r o r g a n i s m , t h e n t h e m in im u m n u m b e r o f o r ga n is m s r e q u i r e d fo r a p o s it i v e
s ig n a l m a y b e a s m a n y a s 1 0
^
(K n i g ht , 1 9 9 1 ).
C o lo n y h y b ri d i z a t i o n i s a s pe c if i c p r o c e d u r e u t il i z i n g t h e D N A pr o b e t e c h n iq u e .
T h i s m e t h o d i n v o lv e s t h e c u lt iv a t io n o f m ic r o o r ga n i s m s o n a s u it a b le s o l id m e d i u m .
C o lo n i e s t h a t d e v e lo p a r e t r a n s f e r r e d t o n it r o c e ll u lo s e o r n y lo n m e m b r a n e s a n d ly s e d
s o t ha t t h e D NA f r o m t he c e ll s i s r e l e a s e d a n d c a n b i n d d i r e c t ly t o t h e m e m b r a n e s .
T h e m e m b r a n e i s t he n i n c u ba t e d w it h t h e s pe c if i c s e g m e n t o f la b e le d D N A w h i c h
a c t s a s a g e n e p r o b e t o d e t e c t t h e s p e c if i c s e q u e n c e s o f n u c le o t i d e s , i d e n t ify i n g t h e
o r ga n is m o f i n t e r e s t . T h u s , c o lo n y h y b ri d i z a t i o n a l lo w s f o r t h e s c a n n i n g o f m a n y
m ic r o o r g a n i s m s f r o m a s a m ple , ide n t if y i n g t ho s e o rg a n is m s w it h t h e D NA s e q u e n c e s
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o f in t e r e s t a n d pe r m it t i n g t h e r a p i d s c r e e n i n g o f s a m p le s i n a r e l a t i v e ly i n e x p e n s iv e
f a s h i o n .
A lt h o u g h t h e c o lo n y h y b r i d iz a t io n p r o c e d u r e i s s e n s it i v e a n d s p e c if ic , it s t i l l s u f fe r s
f r o m t h e f a c t t h a t o r ga n i s m s m u s t be c u lt u r e d a s pa r t o f t h e p r o c e d u r e , t h e r e f o r e , it
h a s s o m e o f t h e s a m e l im it a t io n s a s t h e v ia b l e p l a t i n g p r o c e d u r e . H o w e v e r , t h e
s p e c if ic it y o f t h e c o lo n y h y b r i d iz a t io n p r o c e d u r e c a n e lim i n a t e m o s t o f t h e f a l s e
p o s it iv e s o b t a i n e d f r o m t h e v i a b le p la t i n g p r o c e d u r e (o rg a n i s m s s o m e t im e s g r o w o n
e le m e n t s o f t h e m e d ia o t he r t ha n t h e i n t e n de d g r o w th s u bs t r a t e ) . D e p e n d i n g o n t he
s p e c if ic it y o f t h e p r o b e f o r it s t a rg e t s e q u e n c e s , v e ry lit t le D N A m a y b e n e c e s s a ry to
o b t a i n a p o s it iv e r e s p o n s e . T h e r e fo r e , a n o rg a n is m n e e d n o t f o r m a v i s ib l e c o lo n y o n
t he p la t e i n o r d e r t o b e de t e c t e d b y t h e p r o b e .
T h e S o u t h e r n h y b r i d iz a t i o n p r o c e d u r e r e s e m b le s t h e c o lo n y h y b r id iz a t io n
p r o c e d u r e w it h o n e e x c e p t io n . In s t e a d o f u s i n g w ho le c e l lu la r DN A it r e q u i r e s t h e
p u ri f ic a t i o n o f D NA , e it he r p la s m id o r g e n o m ic , b e fo r e p r o b i n g i s c o m m e n c e d . T h i s
t e c h n iq u e s u f fe r s f r o m t he s a m e c u lt u r i n g p r o b le m s a s t h e c o lo n y h y b ri d iz a t io n
t e c h n iq u e o n l y o r g a n i s m s a r e u s u a l ly g r o w n in l iq u i d m e d ia r a t h e r t h a n o n s o l id m e d i a .
A d v a n t a g e s i n c l u d e t h e a b i lit y t o c o n c e n t r a t e D N A a n d t h e a b i l ity t o d if f e r e n t i a t e
b e t w e e n p la s m id a n d c h r o m o s o m e a s s o c i a t e d g e n e s .
S a y le r e t a l . (1 9 8 5 ) a n d F le m in g e t a l . (1 9 9 3 ) ha v e u s e d D NA a n d RNA
h y b ri d i z a t io n t o e n u m e r a t e t h e d e g r a d e r p o pu la t io n s i n c o n t a m i n a t e d s a m p le s . A
D NA - D NA c o lo n y hy b ri d i z a t i o n t e c hn iq u e w a s u s e d by S a y l e r e t a l . (1 9 8 5 ) t o d e t e c t
s pe c if i c ge n e s e q u e n c e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p le s . T he T O L p la s m id w a s u s e d a s a
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D N A p r o b e t o de t e c t o rg a n i s m s c a p a b le o f d e g r a d i n g a r o m a t ic ii y d r o c a rb o n s . T he
p r o b e w a s fo u n d t o p r o v i d e r e s u lt s c o n s i s t e n t w it h d a t a o b t a in e d f r o m c a t a b o l is m
s t u d ie s u s i n g a r o m a t ic h y d r o c a r b o n s . F l e m i n g e t a l. (1 9 9 3 ) m o n it o r e d t h e e x p r e s s io n
o f n a h A m R N A . S o i l s
"
c o n t a m i n a t e d w it h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f n a p h t h a le n e
w e r e f o u n d t o c o n ta i n h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f t h i s s p e c if ic m RN A w h e n p r o b e d .
T h u s
,
n a h A t r a n s c r i p t l e v e ls w e r e p o s it iv e ly c o n
'
e la t e d w i t h n a p h t ha l e n e m i n e r a li z a t i o n
r a t e s
,
s o i l n a p ht h a le n e c o n c e n t r a t i o n a n d n a h A g e n e f r e qu e n c y .
3 3
I I I . M E T H O D S A N D M A T E R IA L S
C he m i c a ls a n d r e a g e n t s
P h e n a n t h r e n e (9 9% pu r e ) w a s o b ta i n e d f r o m K o d a k (R o c h e s t e r , N Y ) .
N a p h t h a le n e a n d py r e n e w e r e o b t a i n e d f r o m A ld r i c h C h e m i c a l C o . (M i lw a u k e e , W l ).
H e x a n e (H P L C g ra d e ) w a s o b ta i n e d f r o m M a ll in c k r o d t S p e c i a lt y C he m i c a l C o . ( P a r i s ,
K Y ) . S o d i u m d o d e c y ls u lf a t e (S D S ) , p o ly pe p t o n e a n d a u t o r a d i o g r a p h y f i lm w e r e
p u r c h a s e d f r o m F is h e r (P it t s b u rg , P A ) . R e s t r i c t i o n e n do n u c le a s e s , s a lt s a t u r a t e d
p he n o l , lo w m e lt i n g po i n t a ga r o s e , e t h i d iu m b r o m id e , a n d m o le c u la r w e ig ht m a rk e r s
w e r e p u r c h a s e d f r o m G ibc o / B R L (G r a n d Is l a n d , N Y ) . N i c k t r a n s la t i o n k it s a n d
r a d io la b e le d [a
^ ^ P]d CT P w it h a s pe c if i c a c t iv i ty o f 3 0 0 0 C i/ m m o l w e r e p u r c ha s e d f r o m
A m e rs ha m Li fe S c i e n c e (A r li n g t o n H e i g h ts , I L ). R N a s e A , s a lm o n s p e r m D N A , a n d
ly s o z y m e w e r e p u r c ha s e d f r o m B o e h r i n ge r M a n n he im B i o c h e m ic a l s ( In d i a n a p o li s , IN ) .
C o lo n y / P l a q u e S c r e e n a n d G e n e S c r e e n P lu s m e m b ra n e s w e r e pu r c h a s e d f r o m
D u Po n t N E N R e s e a r c h P r o d u c t s (B o s to n , MA ) .
S o i l s a m p le s
S o i l s a m p le s w e r e o b t a i n e d f r o m t w o s it e s . T he f i r s t i s a w o o d t r e a t i n g s it e in
S a i n t L o u i s P a r k , M i n n e s o ta c o n t a m i n a t e d w it h P A H . T w o s e p a r a t e s o i l s a m p le s w e r e
e x a m in e d w it h in t h is s it e a n d t h e y a re d e s ig n a te d S L P 9 a n d S L P 69 . A n
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P . s a c c h a r o p h i la P 1 5 a n d P . s tu tz e r i P 1 6 w e r e o b t a i n e d f r o m W i l li a m
S tr l n g fe l lo w (U n iv e r s it y o f N o r t h C a r o li n a , C h a pe l H i ll ) . L i q u i d c u lt u r e s o f t h e s e
b a c te ri a w e r e g r o w n i n 5 0 0 m l E r i y n m e y e r f la s k s w it h s h a k i n g a t 2 5
' >C i n pe p to n e - t a p
w a t e r b u f fe r - p h e n a n t h r e n e ( P / TWB / P h e ) m e d iu m . T a p w a te r b u f fe r (TW B ) w a s m a d e
b y a d d i n g N a 2 H P O 4 . 7 H 2 0 (1 . 5 g ) , N H ^ C I {2 . 0 g ) , K H 2 P O4 (L Og ), a n d N a g SA - S H aO
(0 . 0 2 g ) t o 1 . 0 l it e r o f t a p w a te r . P e p t o n e A a p w a t e r b u f fe r ( P /T W B ) w a s m a d e b y
a d d i n g 2 . 5 g o f P o ly pe p t o n e to 1 . 0 lit e r o f 0 . 5 X TWB . P h e n a n t h r e n e w a s a d d e d t o a
f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 5 0 m g/ lit e r t o y ie l d a s a t u r a t e d s o l u t io n .
T w o P A H e n ri c h m e n t c u lt u r e s w e r e o b ta i n e d f r o m L i s a C a r m i c h a e l (U n iv e r s i ty o f
N o r t h C a r o li n a
,
C h a p e l H i ll ). S o i l c o n t a m in a t e d w it h P A H s w a s u s e d t o i n o c u la t e M 9
m e d i u m ( 3 . 0 g N a 2 H P 0 4 , 1 . 5 g K H 2 P O 4 , 2 . 5 g N H 4 C I , 0 . 1 2 5 g M g S 0 4 i n 1 . 0 lit e r o f
w a t e r ) c o n t a i n i n g p h e n a n t h r e n e a t s a t u r a t i o n c o n c e n t r a t io n s . T h e c u lt u r e w a s
i n c u b a t e d a t 2 5
° C w i t h s h a k i n g . T h i s p h e n a n t h r e n e e n ri c hm e n t c u lt u r e w a s
m a i n t a i n e d f o r o v e r t w o y e a r s b y r e m o v a l o f o ld m e d i u m a n d r e p la c e m e n t w it h f r e s h
M9 p lu s p he n a n t h r e n e m e d i u m e v e r y s ix t o e ig h t w e e k s . T h is e s t a b l is he d
p h e n a n t h r e n e e n ri c h m e n t c u lt u r e w a s u s e d t o i n o c u la te M 9 m e d i a c o n t a i n i n g py r e n e
a s a s o le c a r bo n s o u r c e . P h e n a n t h r e n e a n d p y r e n e e n ri c h m e n t c u lt u r e s a r e
d e s ig n a t e d P h e
- E a n d P y r
- E
,
r e s pe c t iv e ly .
P he n a n t h r e n e d e g r a d i n g is o l a t e s w e r e a ls o o b t a i n e d f r o m R o be r t N a g e l
(U n iv e r s it y o f N o r t h C a r o li n a , C h a pe l H i l l). T h e s e is o l a t e s , d e s ig n a t e d S I , G 2 , G 3 ,
C 2
,
C 5 , R 1 , M 6 , P 2 1 . a n d V T 1 , w e r e g r o w n o n P e pt o n e / TWB + P h e (P/ TWB + P h e ) a t
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aO' C (St r a i n V T 1 w a s o ri g io n a l ly o b t a i n e d f r o m D r . J u l ia Fo u g ht , U n i v e r s i ty o f A l be r t a ,
C a n a d a ).
M e d i a
Y E PG m e d i u m w a s m a d e b y a d d i n g 1 . 0 g d e x t r o s e , 2 . 0 g p o l y p e p t o n e , 0 . 2 g y e a s t
e x t r a c t , a n d 0 . 2 g N H4 N O 3 t o 1 . 0 lit e r o f d is t i ll e d w a t e r . Whe n s o l id m e d i u m w a s
r e q u ir e d , 1 8 g a g a r p e r lit e r w a s a d d e d .
S t o c k s o l u t io n s o f P A H s w e r e m a d e o f p h e n a n t h r e n e , n a p h t h a l e n e a n d py r e n e . A
1% s o lu t i o n o f P A H w a s m a d e i n he x a n e a n d f ilt e r e d t h r o u g h a 0 . 2 u m po l y c a r b o n a te
m e m b r a n e to s te ri liz e . T h e h e x a n e / P A H m ix t u r e w a s a d d e d to s te r i le
,
d ry f l a s k s a t a
fi n a l c o n c e n t r a t io n o f 5 0 m g/ lit e r . T he he x a n e w a s a ll o w e d t o e v a p o r a t e t h e n s t e r i le
m e d i u m w a s a d d e d t o t he f la s k . W h e n P A H s w e r e a d d e d t o a g a r , t h e a g a r w a s
a u t o c la v e d a n d c o o le d t o BO- C . T he 1% PA H s o l u t io n s w e r e a dd e d t o t h e a g a r w it h
s h a k i n g t o a f i n a l c o n c e n t r a t io n o f 5 0 m g/ lit e r . T h e h e x a n e w a s a l lo w e d t o e v a po r a t e
b e f o r e p o u ri n g p la te s .
T he p r e hy b ri d i z a t io n a n d hy b ri d i z a t i o n b u ff e r u s e d i n t h e c o l o n y h y b ri d iz a t io n w a s
p r e p a r e d a s o u t l i n e d i n A p p e n d ix A .
P A H e n ri c h m e n t t e c h n iq u e
O n e g r a m o f S L P 9 a n d S L P 6 9 s o i l w a s a d d e d t o 5 0 m l o f e a c h o f t h e f o l l o w i n g
m e dia : Y E P G , TW B+ N a p , a n d TWB + Ph e . A f te r m ix i n g , o n e m il l il it e r o f t h e s o i l
s u s pe n s i o n w a s r e m o v e d a n d s e ri a l d i lu t i o n s w e r e pe r fo r m e d . T h e s e d i lu t io n s w e r e
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p la t e d o n Y E P G a g a r , T W B + N a p a g a r o r TWB + P h e a g a r a s a p p r o p r i a t e . T h e
n u m b e r o f c o lo n i e s w a s r e c o r d e d a n d t h e n t h e c o lo n i e s w e r e t r a n s fe r r e d t o
C o lo n y/ P la q u e S c r e e n m e m b ra n e s fo r c o l o n y h y b r id i z a t i o n w it h t h e 1 1 . 5 k b f r a g m e n t o f
NA H7 p la s m id . H y b r i d i z i n g u n i t s w e r e r e c o rd e d a n d t he p e r c e n t hy b r id iz a t io n w a s
c a l c u la t e d by d iv id i n g t h e hy b ri d iz i n g u n i ts b y t he c o lo n y c o u n t s a n d m u lt ip l y i n g b y o n e
h u n d r e d . T h e s e n u m be r s w e r e r e c o r d e d a s t = 0 t im e p o i n t .
T h e s o i l s u s pe n s i o n s w e r e a l lo w e d t o s h a k e a t r o o m t e m p e r a t u r e . A f t e r o n e
w e e k , 1 . 0 m l w a s r e m o v e d f r o m e a c h f l a s k a n d s e r i a l d i lu t i o n s w e r e pe r f o r m e d . T h e
d i lu t i o n s w e r e p la te d a s i n d ic a t e d fo r t he t= 0 t im e po i n t a n d c o lo n y hy b ri d i z a t i o n s w e r e
p e r fo r m e d . T h is o n e w e e k o ld c u lt u r e d e s i g n a te d t= 1 w a s t h e n u s e d t o in o c u la t e f r e s h
m e d i a w h i c h w a s a ll o w e d t o i n c u b a t e f o r o n e w e e k . T h is p r o c e d u r e w a s r e pe a t e d f o r
w e e k s t w o , t h r e e a n d f iv e . E a c h w e e k a s a m p le w a s r e m o v e d f o r s e ri a l d i lu t i o n s a n d
i n o c u la t io n o f f r e s h m e d ia .
E n u m e r a t io n o f s o i l b a c t e ri a l p o p u l a t io n s
T h e c u lt u r a b l e s o i l b a c t e ri a l p o p u la t io n w a s d e t e r m i n e d f o r t ri p li c a t e s a m p li n gs o f
e a c h s o i l . S o i l d i lu t i o n s w e r e m a d e b y a d d in g 1 . 0 g o f s o i l to 1 0 m l s t e ri l e d i s t i l le d
w a t e r i n a s te ri l e 15 m l d i s po s a b le c e n t r if u g e t u be . T h e s o i l s lu r ry w a s m ix e d o n a
v o r te x m ix e r fo r o n e m i n u t e , s e ri a l l y d i l u t e d a n d pl a t e d o n n o n
- s e l e c t i v e a n d s e l e c t iv e
m e d ia (Y E P G , T WB + N a p , a n d T WB + P h e ) . P l a t e s w e r e in c u b a t e d a t 3 0 » C fo r 5 - 7
d a y s . S i n c e c o lo n ie s d e v e lo p o n a ga r p la te s c o n t a i n i n g TW B a lo n e , a s e t o f TW B
c o n t r o l p la t e s w a s a l s o i n c lu d e d a n d t h e c u lt u r a b l e s o i l b a c t e ri a l po p u la t i o n s a s w e ll a s
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t he hy b ri d iz i n g po p u la t i o n s w e r e c o r r e c te d fo r n u m b e r o f c o l o n ie s w h i c h g r o w o n t h e
T WB a lo n e .
T h e P A H - d e g r a d i n g p o p u la t i o n w a s d e te r m i n e d b y c o lo n y h y b ri d i z a t io n u s in g t h e
1 1 . 5 k b D N A p r o b e g e n e r a t e d f r o m t h e d ig e s t i o n o f N A H 7 p l a s m id . B a c t e ri a l c o l o n i e s
o n t h e p la te s u s e d fo r p o pu l a t io n e n u m e r a t i o n w e r e t r a n s f e r r e d t o n y lo n m e m b ra n e s
a n d ly s e d by p la c i n g t h e m o n t o po o ls o f 0 . 4 N N a O H o n p la s t ic w r a p . T h e f i lt e r s w e r e
n e u t r a l iz e d w it h 1 M T ri s - H C I i n t h e s a m e m a n n e r . T h e n u c le i c a c i d s w e r e f ix e d t o t h e
m e m b r a n e b y a l lo w i n g t h e m e m b r a n e t o d r y . (T h e c o lo n y t r a n s f e r p r o t o c o l i s f u r th e r
d e s c ri be d i n A p pe n d ix B . )
A ft e r t h e m e m b ra n e s w e r e t h r o u gh l y d ry t h e y w e r e p r o be d w i t h t h e la b e le d
1 1 . 5 k b f r a g m e n t . T he m e m b r a n e d is c s w e r e w e t i n 2 X S S C (2 0 X S o d iu m - S o d i u m
C it r a t e (S S C ) s t o c k : 3 M N a C I, 0 . 3 M s o d iu m c it r a t e d i h y d r a t e , p H 7 . 0 ) fo r 1 m i n u t e .
T h e d i s c s w e r e in c u ba te d i n p r e h y b ri d i z a t io n b u f f e r (5 0 u l o f b u f f e r pe r c m
^
m e m b r a n e )
a t 6 0 ° C o v e rn ig ht w it h a g ita t io n . T h e p r e h y b ri d i z a t io n b u ff e r w a s r e m o v e d a n d f r e s h
p r e hy b ri d iz a t i o n b u f fe r c o n t a i n i n g t he l a b e l e d p r o b e s o l u t io n p lu s s a lm o n s p e r m DNA
w a s a dd e d . T h e m e m b r a n e d i s c s w e r e i n c u ba te d a t 60
° C o v e r n ig h t . T h e m e m b ra n e s
w e r e t h e n w a s h e d a n d e x p o s e d t o a u t o r a d i o g r a p h y f i lm f o r t h e d e te c t i o n o f c o lo n ie s
w it h N A H 7 h o m o lo g o u s D N A . (S e e A p pe n d ix A fo r p r e h y b ri d i z a t i o n , hy b ri d iz a t i o n , a n d
w a s h i n g p r o t o c o ls . )
P la s m id c u r e
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St r a i n s P 1 5 a n d P 1 6 w e r e g r o w n o n TWB + P he a ga r a t 30
°
C u n t i l c o lo n i e s w e r e
v i s ib l e . A s i n g le i s o la t e d c o lo n y f r o m e a c h p la t e w a s s t r e a k e d o n t o s e p a r a t e Y E PG
a g a r a n d g r o w n o v e r n i g h t a t S O
' C . T h is Y E P G g r o w n c o l o n y w a s p a s s e d t h r e e m o r e
t im e s o n to f r e s h Y E P G . m e d ia a n d g r o w n u n t i l c o lo n i e s fo r m e d . O n t h e f o u r t h
p a s s a g e o f t h e s t r a i n s t o Y E PG , a s i n g le is o l a t e d c o lo n y w a s s t r e a k e d o n t o T WB + P h e
a g a r a n d i n c u ba te d f o r o n e w e e k a t S O
- C . T h e f o r m a t io n o f c o lo n i e s o n t h is m e d ia
w a s m o n it o r e d . B e f o r e t h e pa s s a g e o f t h e s t r a i n s to d i f fe r e n t m e d ia , a s i n g le is o la t e d
c o lo n y w a s u s e d t o i n o c u l a t e P / T W B + P h e m e d i a o r Y E P G m e d ia . T h e s e c u lt u r e s
w e r e g ro w n t o s a t u r a t i o n a n d t h e c e ll s w e r e u s e d f o r p la s m id DNA is o la t i o n .
P la s m id DN A i s o la t io n
NA H 7 p la s m id D NA w a s i s o la te d f r o m P . P u t i d a P p G 1 g ro w n in 5 0 0 m l Y E PS S
m e d ia . T h e c e ll s w e r e p e l le t e d b y c e n t r if u g a t i o n a t 5 , 0 0 0 x g a t 4
' 'C f o r 1 5 m i n u te s
a n d t he s u pe r n a t a n t w a s r e m o v e d . T h e c e l ls w e r e r e s u s p e n d e d i n 6 m l o f f r e s h l y
p r e pa r e d i c e c o ld ly s i s b u f fe r ( 2 5 m M T r i s - H C I , p H 8 . 0 , 1 0 m M E DT A , 1 5 % D e x t r o s e ,
2 m g/ m l ly s o z y m e ) . T he c e ll s w e r e p la c e d o n i c e fo r 2 0 m i n u t e s . N e x t , 1 2 m l o f f r e s h l y
p r e pa r e d 0 . 2 N N a O H in 1% S D S w a s a d d e d . T h e s o lu t io n w a s m i x e d c a r e f u l ly b y
i n v e r s i o n a n d p la c e d o n i c e f o r 2 0 m i n u t e s . A f t e r t he a d d it i o n o f 7 . 5 m l o f 3 M s o d i u m
a c e t a te , p H 4 . 6 , t he s o l u t i o n w a s m i x e d ge n t ly by i n v e r s io n a n d p la c e d o n Ic e fo r 2 0
m i n u t e s . T h e s o lu t i o n w a s c e n t r i fu g e d a t 1 0 , 0 0 0 x g a t 4
' C fo r 2 0 m i n u t e s . T h e
s u pe r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d t h e p e ll e t d i s c a r d e d . T o t h e s u pe r n a t a n t , 5 0 u l o f
R N a s e A (s to c k 1 m g /m l) w a s a d de d . T h i s w a s i n c u b a t e d f o r 1 ho u r a t 3 7 C . T h e n a n
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e q u a l v o l u m e o f s a lt s a tu r a t e d p he n o hc h lo r o fo n m (1 : 1 ) w a s a d de d a n d t he s o l u t io n
w a s m ix e d t h r o u g h ly a n d c e n t r i fu g e d a t 1 0 , 0 0 0 x g a t 4
° C fo r 5 m i n u t e s . T h e u p p e r
a q u e o u s p h a s e w a s t r a n s fe r r e d t o a c le a n tu b e a n d t h e p h e n o l ic h l o r o f o r m e x t r a c t io n
w a s r e p e a t e d . T h e u pp e r a q u e o u s p ha s e w a s t r a n s fe r r e d t o a n o t h e r f r e s h t u be a n d
0 . 6 v o lu m e s o f is o p r o p a n o l w a s a d d e d t o p r e c i p it a t e t h e p la s m i d D N A . T h i s s o l u t io n
w a s m ix e d t h r o u g h ly a n d i n c u b a t e d a t
- 2 0 ° C fo r a t l e a s t 1 h o u r . T h e p r e c i p it a te d D N A
w a s t h e n p e l le te d b y c e n t r i fu g a t io n a t 1 0 , 0 0 0 x g a t 4
"' C f o r 3 0 m i n u t e s . T h e
s u pe rn a t a n t w a s r e m o v e d a n d d i s c a rd e d a n d t h e pe l le t o f D N A w a s t h r o u g h l y d r i e d .
T h e D N A pe lle t w a s r e s u s pe n d e d in 0 . 1 m l T E b u ff e r (l Om M T r i s - H C I , p H 7 . 4 , 0 . 1 m M
E DT A ).
A ll o t he r p la s m id D N A is o la t io n s w e r e c o n d u c te d a s a b o v e .
N u c le ic a c i d p r o b e
N A H7 p la s m i d D N A o bt a i n e d f r o m P . p u ti d a s t r a i n P p G I w a s d ig e s te d w it h Ec o R I
a n d H i n d l l l (S e e A p p e n d ix C ) . T h e D N A w a s e le c t r o p h o r e s e d o n a 0 . 4 % lo w m e lt i n g
po i n t (L M P ) a g a r o s e g e l o v e r n ig ht a t 2 0 v o lt s i n I X T A E b u ff e r (4 0 X s t o c k : 1 . 6 M
T r i s - H C I , 0 . 8 M s o d iu m a c e t a t e , 4 0m M E DT A , p H 7 . 2 w it h a c e t i c a c id , d is t i l le d w a t e r t o
1 li te r ). D N A f r a g m e n t s w e r e v is u a li z e d by s t a i n i n g t h e g e l w i t h e t h id i u m b r o m id e a n d
e x po s i n g t o u lt r a v io l e t l ig h t . T h e 1 1 . 5 kb f r a g m e n t w a s lo c a te d a n d c u t f r o m t he g e l.
T h i s 1 1 . 5 k b f r a gm e n t o f D NA c o n t a i n s t h e n a h A - D ge n e s .
T h e L M P a g a r o s e c o n ta i n i n g t he 11 . 5 k b NA H7 f r a g m e n t w a s w a r m e d t o SO
' C a n d
e n o u g h w a s r e m o v e d t o e q u a l a p p r o x im a te ly 5 0 n g o f D NA . T h i s DN A w a s p la c e d i n a
4 1
S t e r i le m ic r o f u g e t u b e a n d la b e le d w it h
"
P - d C T P u s i n g t h e A m e r s h a m N ic k
T r a n s l a t io n K it a n d p r o t o c o l (S e e A pp e n d i x D ). T he la b e l i n g r e a c t i o n s w e r e in c u ba t e d
a t 2 5 " "C f o r t h r e e h o u r s a n d t h e r e a c t io n w a s t e r m in a t e d b y a d d i n g 5 u l o f 0 . 2 5 M E D T A ,
p H 8 . 0 .
D e t e c t i o n o f N A H 7 h o m o lo g o u s D N A i n p h e n a n t h r e n e d e g r a d in g is o la t e s a n d i n P A H
e n r ic h m e n t c u lt u r e s
E le v e n p h e n a n t h r e n e d e g r a d i n g is o l a t e s w e r e g r o w n o n TWB + P h e a g a r a n d
t r a n s fe r r e d t o C o lo n y / P l a q u e S c r e e n m e m b r a n e s fo r h y b ri d i z a t io n w it h t h e 1 1 . 5 k b
f r a g m e n t o f t h e N A H 7 p la s m id . H y b ri d i z a t i o n w a s r e c o rd e d a s p lu s o r m i n u s a n d
c o m pa r e d t o a c h a r t o f k n o w n s u b s t r a t e u t il iz a t io n pa tt e r n s f o r t h e is o la t e s .
P he n a n t h r e n e a n d p y r e n e e n ri c h m e n t c u lt u r e s w e r e g r o w n u n t il t u r b i d . T h e
c u lt u r e s w e r e t h e n p la t e d o n P / TWB + P h e o r P /T WB + P y r m e d i a a n d i n c u b a t e d a t SO C
u n t i l c o l o n i e s w e r e v is ib l e . T h e s e p la t e s w e r e p r o b e d w it h t h e f r a g m e n t o f N A H 7 D N A
in t he c o lo n y hy b ri d i z a t io n a s s a y . T he p e r c e n t hy b ri d i z a t io n fo r e a c h c u lt u r e w a s
c a lc u l a t e d .
A ll m e m b r a n e s w e r e hy b ri d i z e d f o l l o w i n g t h e c o lo n y h y b ri d i z a t i o n p r o t o c o l a n d
w a s h e d i n t h e s a m e m a n n e r . T h e y w e r e e x po s e d t o a u t o r a d io g r a p h y f i lm a t
- 2 0 C fo r
o n e w e e k w it h in t e n s if y i n g s c r e e n s a n d t h e n d e v e lo pe d i n a K o n i c a X L
- 7 0 m e d i c a l f i lm
p r o c e s s o r .
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IV . R E S U L T S A N D D I S C U S S I O N
N A H 7 p r o b e p u ri f i c a t i o n
P u r if i e d NA H 7 pla s m id D NA w a s d ig e s t e d w it h Ec o R I a n d H in d l l l a n d
e l e c t r o p h o r e s e d i n a 0 . 4 % l o w m e lt i n g p o i n t a g a r o s e ge l . T h e D N A w a s v i s u a li z e d
u n d e r u lt r a v i o le t l ig ht a f t e r s t a i n i n g w it h e t h i d iu m b r o m i d e . T h e a g a r o s e g e l is s h o w n
i n F i gu r e 4 . 1 . T h e 1 1 . 5 k b b a n d w a s c u t f r o m t h e g e l , la b e le d w i t h
' ^ P - d C T P a n d u s e d
i n a ll s u bs e q u e n t h y b r id i z a t io n s . T h e 1 1 . 5 k b f r a g m e n t c o n ta i n s t h e n a h A - D g e n e s ,
w h i c h c o de f o r t h e fo l lo w i n g e n z y m e s : n a p h t h a le n e d io x y ge n a s e , c /s - n a p h t h a le n e
d i h y d r o d i o l d e h y d r o g e n a s e , 1 , 2
- d i h y d r o x y n a p h t h a le n e o x y g e n a s e , a n d 2 -
h y d r o x y c h r o m e n e
- 2 - c a r b o x y la t e i s o m e r a s e , r e s pe c t i v e ly . T o ge t he r t h e s e e n z y m e s
c a t a ly z e t he i n it i a l n a p h t h a l e n e r i n g c l e a v a ge .
E n r i c h m e n t o n P A H
'
s
T w o c o n t a m i n a t e d s o i ls
,
S L P 9 a n d S L P 6 9
,
w e r e e n r ic h e d f o r p h e n a n t h r e n e
d e g r a d i n g o rg a n is m s by i n o c u la t i n g s o i l i n t o li qu id m e d ia c o n t a i n i n g p h e n a n t h r e n e a s
t h e s o l e c a rb o n s o u r c e (T WB + P ). A c o n t r o l c u lt u r e w a s g r o w n i n a n u t r ie n t ri c h b r o t h
(Y E P G ) i n p a r a ll e l w it h t h e e n r i c h m e n t c u lt u r e s . A f t e r g r o w t h f o r o n e w e e k t h e
c u lt u r e s w e r e t r a n s f e r r e d to f r e s h m e d ia a n d a s a m pl e w a s r e m o v e d f o r p la t e c o u n t s .
1 2
2 3 . 1 -
- 11 . 5 K b
n a h A - D
F ig u r e 4 . 1 : R e s t r i c t i o n e n z y m e d i g e s t i o n o f N A H7
p l a s m i d D N A . L a n e 1 , L a m b d a D N A d ig e s t e d w it h
H i n d l l l , L a n e 2 , N A H7 p l a s m i d D N A d ig e s t e d w it h E c o R I
a n d H i n d l l l .
4 4
0
W e e k
- — YE P G
- •— TVVB + N
- * — TWB + P.2 1 2 0
^ 10 0 -
F ig u r e 4 . 2 : S o i l S L P 9 e n ri c h e d o n Y E PG m e d ia o v e r t im e . F ig u r e le g e n d
r e p r e s e n t s t h e m e d i a o n t o w li i c h t h e e n r i c h m e n t c u l t u r e w a s p la t e d .
0 2
W e e k
Y E P G
T WB + N
- * — TWB + P
H 4 0 0
X 3 0 0
F ig u r e 4 . 3 : S o i l S L P 9 e n ri c he d o n TWB + P h e m e d ia o v e r t im e . F ig u r e le g e n d
r e p r e s e n t s m e d i a o n t o w h ic h t h e e n r ic h m e n t c u l t u r e w a s p la t e d .
4 5
3 0 0 T
- — YE PG
- * — TW B + N
- * — TW B + P
2 2 0 0 -
>i 15 0
10 0 ■
0 1 2 3 5
W e e k
F ig u r e 4 . 4 : S o i l S L F
' SS e n r i c l i e d o n Y E PG me d ia o v e r t i m e . F i g u r e l e g e n d
r e p r e s e n t s t h e m e d ia o n t o w h i c li t h e e n r i c h m e n t c u lt u r e w a s p l a t e d .
Y E P G
TWB + M
10 0 0 -
TW B + P
o 8 0 0
5 6 0 0 - -
4 0 0 - ■
2 0 0 -
0 1 2 3 5
W e e k
F ig u r e 4 . 5 : S o i l S L P 69 e n r i c he d o n
"
H /VB + P h e m e d ia o v e r t im e . F ig u r e l e g e n d
r e p r e s e n t s m e d ia o n t o w h i c h t h e e n r i c h m e n t c u lt u r e w a s p l a t e d .
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O r ga n is m s w e r e p la t e d o n t h r e e m e d i a : t h e n u t r i e n t m e d ia (Y E PG ), a n d T WB
c o n t a i n i n g e it h e r n a p h t h a le n e o r p he n a n t h r e n e a s t h e s o le c a r bo n s o u r c e . C o lo n y
h y b r i d iz a t io n s w e r e d o n e a n d t h e pe r c e n t a ge o f t h e po p u l a t i o n w h i c h h y b r id i z e d w it h
t h e p r o b e w a s c a lc u l a t e d . T h i s p r o c e d u r e w a s f o l lo w e d fo r w e e k s z e r o t h r o u g h f iv e
a n d t h e r e s u lt s a r e d i s p la y e d i n F ig u r e s 4 . 2 t h r o u g h 4 . 5 .
S e v e r a l t r e n d s a r e v i s i b l e i n t h e d a t a . A t t im e z e r o a ll o f t h e c u lt u r e s ha v e a
s ig n if ic a n t n u m b e r o f o r g a n i s m s w h ic h h y b r i d iz e w it h t h e p r o b e . T h e p r o b e is c a pa b le
o f de te c t i n g o r g a n i s m s w h ic h h a v e n o t f o r m e d v is i b le c o l o n i e s a n d t h is a c c o u n ts fo r
t h e h i g h p e r c e n t a ge s o f h y b r i d iz i n g o r g a n i s m s s e e n a t t h i s t im e po i n t . H o w e v e r , t h is
p h e n o m e n o n is s e e n o n l y i n t h e n u t r ie n t r i c h m e d i a a t t h e f i r s t t im e po i n t a n d d e c l in e s
r a p i d ly a f t e r t h e f i r s t w e e k . T h i s w o u l d b e t h e c a s e if P A H de g r a d i n g o r g a n i s m s w e r e
b e i n g s e le c t e d a g a i n s t , o r if t h e g e n e s n e c e s s a r y f o r P A H d e g r a da t io n w e r e c a r ri e d o n
p l a s m id s w h ic h w e r e n o lo n g e r n e c e s s a r y fo r s u r v iv a l i n t h e n u t ri e n t ri c h m e d i a . T h e
Y E P G c u lt u r e s s h o w a d e c r e a s e i n t h e n u m b e r o f o r g a n i s m s w h i c h a r e c a p a b le o f
g r o w in g o n e it h e r p he n a n t h r e n e o r n a p ht h a le n e a s a s o le c a r b o n s o u r c e o v e r t im e
w h i le t h e e n ri c h m e n t c u lt u r e s s ho w a n i n c r e a s e i n d e g r a d e r o rg a n i s m s o v e r t im e . S o i l
S L P 9 e x h i b it s a m o de r a te i n c r e a s e i n d e g r a d e r p o pu la t i o n s b e t w e e n w e e k s t h r e e a n d
f iv e . S o i l S L P 6 9 e x h i b it s a m u c h la r g e r in c r e a s e i n d e g r a d e r o r ga n is m s b e tw e e n
w e e k s tw o a n d t h r e e . O rg a n is m s c a p a b le o f u t i li z i n g n a ph t h a le n e o r p h e n a n t h r e n e a s
t he s o le s o u r c e o f c a r bo n a r e be i n g s e le c t e d f o r a f t e r a s h o r t a d a p t a t io n p e ri o d .
T h e s e d a ta s u g ge s t t h a t t he 1 1 . 5 k b NA H 7 D N A pr o b e is de te c t i n g o rg a n i s m s
w h ic h a r e c a pa b l e o f de g r a d i n g n a p ht ha le n e a n d p he n a n t h r e n e , a s e v id e n c e d b y t h e
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i n c r e a s e i n t h e d e g r a d e r po p u la t io n i n t li e e n ri c h m e n t c u lt u r e a n d t h e d e c r e a s e i n t h e
n u t ri e n t ri c h m e d ia po p u la t io n s .
B a c te ri a l P o p u la t io n s ■
T h e Sa i n t L o u is P a r k
,
M N , D u b o s e , F L a n d B o z e m a n , M T s o i ls w e r e d i lu te d a n d
p la t e d o n n u t ri e n t m e d i a (Y E P G ) a n d TWB m e di a c o n ta i n in g e it h e r n a p h t h a le n e o r
p h e n a n t h r e n e a s a s o l e c a rb o n s o u r c e . T h e c o lo n y c o u n t d a ta a r e s h o w n i n F i g u r e
4 . 6 . S o i l S L P 9 h a s a lo w e r c o n c e n t r a t io n o f P A H t h a n s o i l S L P 6 9 a n d t h is i s
e v id e n c e d i n t h e g r e a t e r n u m b e r o f o r ga n i s m s w h i c h a r e a b le t o g r o w o n a l l t h r e e o f
t h e g r o w t h s u b s t r a t e s . T h e c o n t a m in a t e d D B s o i l h a s fe w e r o rg a n i s m s t h a n s o i l
S L P 9
,
bu t t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n c o n t a m i n a t e d a n d u n c o n t a m i n a t e d D B s o i l i s m u c h
s m a l le r . T h i s i s i n a g r e e m e n t w it h t h e s o i l a n a ly s i s w h i c h s h o w s t h e S L P s o i ls t o h a v e
3 0 0 0 m g / k g o f P A H a n d t h e D B s o i ls t o h a v e 7 0
- 8 0 m g/k g P A H . T h e B o z e m a n , M T
s o il w h i c h i s n o t k n o w n t o b e c o n ta m i n a t e d w it h P A H s h a s a v e r y h i g h p l a t e c o u n t o n
n u t ri e n t m e d ia a n d v e ry lo w n u m be r s o f o r ga n i s m s w h i c h g r o w o n t h e P A H c o n t a i n i n g
m e d i a . T h e B o z e m a n
,
M o n t a n a s o i l h a s a h i g h e r o rg a n ic c o n t e n t t h a n t h e S a in t
L o u is P a ri < o r D u b o s e s o i l s . T h i s h ig h e r o rg a n ic c o n t e n t m a y a c c o u n t f o r t h e h ig h e r
p la t e c o u n t s s e e n o n n u t ri e n t ri c h m e d i a .
T h e c o lo n ie s o n t he p la t e s w h ic h w e r e u s e d f o r t h e p la t e c o u n t s w e r e t r a n s f e r r e d
t o m e m b r a n e s f o r h y b ri d iz a t io n w it h t h e 1 1 . 5 k b N A H 7 p ro b e . T h e h y b ri d i z a t i o n d a ta i s
s h o w n i n F i g u r e 4 . 7 a n d t h e p e r c e n t a g e o f t h e po p u la t i o n w h ic h h y b ri d iz e d w it h t h e
p r o b e i s s h o w n i n F i g u r e 4 . 8 . A ga i n , t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e S L P a n d D B s o i l s
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a r e e v id e n t . T h e c o n t a m i n a t e d a n d u n c o n t a m in a t e d D B s o i ls a r e n o t a s d if f e r e n t a s
t h e S L P c o n t a m i n a t e d a n d u n c o n t a m in a t e d s o i l s d u e t o t h e d if fe r e n c e s in t h e le v e l o f
c o n t a m i n a t io n . T h e M O N T s o i l s h o w s t h e le a s t n u m b e r o f d e g r a d e r s a s w o u ld b e
e x p e c t e d fo r a n u n c o n t a m in a t e d s o i l , w h i l e t h e S L P 9 a n d D B s o i l s s h o w s im i l a r
n u m be r s o f d e g r a d e r s .
In m o s t c a s e s
,
t h e p l a t e c o u n t m e t h o d f o r e s t i m a t i n g t h e s iz e o f t h e d e g r a d e r
p o p u l a t io n y i e ld s h i g h e r n u m be r s t h a n t h e c o l o n y h y b r i d iz a t io n m e t h o d . T h i s is
b e c a u s e c o lo n i e s w il l f o r m o n a g a r p l a t e s c o n t a i n in g o n ly t h e T W B m e d i a e v e n w h e n
n o a d d i t io n a l c a r b o n s o u r c e i s s u p p l ie d . In a p la t e c o u n t m e t h o d t h e s e o r g a n i s m s
w o u ld be c o u n t e d a s d e g r a d e r s . S a y l e r e t a l . ( 1 9 8 5 ) r e p o r t e d t h a t s ta n d a r d m e t h o d s
o f s o le c a r b o n s o u r c e e n u m e r a t i o n p r o c e d u r e s f o r d e g r a d a t iv e po p u la t i o n s le a d t o
o v e r e s t im a t e s d u e t o n o n s p e c if i c g r o w t h o f o t he r ba c te r i a o n t h e m i c r o c o n t a m in a n t
c a r bo n s o u r c e s p r e s e n t i n t h e m e d ia . T h e r e f o r e , t h e c o l o n y h y b r i d iz a t io n d a t a h a s
b e e n c o r r e c t e d b o t h f o r t h e n u m b e r o f o r ga n is m s w h ic h w i ll g r o w o n T WB m e d ia
a lo n e a n d f o r t h e p e r c e n t a g e o f t h e s e o r ga n is m s w h i c h h y b r id iz e w it h t h e p r o b e . T h i s
c o r r e c te d v a l u e s h o u ld be a m o r e r e li a b l e e s t im a t e o f t h e d e g r a d e r p o p u l a t io n .
T h e a bs e n c e o f s i g n i f i c a n t h y b r i d iz a t i o n i n t h e u n c o n t a m i n a t e d M O N T s o i l
p r o v ide s a g o o d n e g a t iv e c o n t r o l a n d d e m o n s t r a t e s t h e s p e c i f i c it y o f t h e p r o be f o r
d e te c t i n g o rg a n is m s w it h g e n e s i n v o lv e d i n t h e d e g r a d a t io n o f P A H s .
T h e c o lo n y h y b r id i z a t io n t e c h n i q u e w a s s u c e s s f u l ly u s e d by S a y le r e t a l . (1 9 8 5 ) t o
d e t e c t d e g r a d e r o rg a n i s m s i n e n v ir o n m e n t a l s a m p le s . In t h i s s t u d y t h e T O L p la s m i d
w a s u s e d a s a p r o b e t o d e t e c t o r ga n i s m s c a p a b le o f de g r a d i n g a r o m a t i c
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h y d r o c a r bo n s . M o s t r e c e n t l y , F l e m i n g e t a l . (1 9 9 3 ) u s e d a n a h A p r o b e to d e t e c t n a h A
m R N A s e q u e n c e s In s o i ls c o n t a m i n a t e d w i t h n a p h t h a l e n e . N a h A g e n e f r e qu e n c y w a s
m e a s u r e d a t t he s a m e t im e a s t r a n s c r ip t l e v e ls w e r e m e a s u r e d . N a hA p o s it iv e
c o lo n ie s a s d e t e r m i n e d b y c o l o n y h y b r i d iz a t i o n c o n
-
e la t e d p o o r ly , t h o u g h po s it i v e ly ,
w i t h s o i l n a p h t h a le n e c o n c e n t r a t io n s . T h i s lo o s e c o r r e l a t io n m a y b e d u e t o t h e
p r e s e n c e o f n a p h t h a le n e d e g r a d i n g b a c t e r i a n o n h o m o lo g o u s t o t h e N A H 7 g e n o t y p e
t h a t d o n o t p r o b e po s it iv e w it h n a h A g e n e p r o b e s . T h e c o n c e n t r a t i o n o f n a h A m R N A
p ro v i de d a m u c h be tt e r c o n
-
e la t io n w it h s o i l n a p h t h a le n e c o n c e n t r a t io n . A s t h e s o i l
c o n c e n t r a t io n o f n a p h t h a le n e i n c r e a s e d , t h e c o n c e n t r a t i o n o f n a h A s p e c if ic m R N A a l s o
in c r e a s e d .
T h u s , b o t h D N A a n d R N A h y b r id i z a t i o n t e c h n iq u e s h a v e p r o v e n t o b e s u c e s s f u l
in t he d e te c t io n a n d e n u m e r a t io n o f s p e c if i c ba c t e r i a l p o p u la t i o n s . H o w e v e r , d u e t o
t h e s pe c i fi c n a tu r e o f g e n e p r o b i n g t e c h n iq u e s , t h e r e is a lw a y s t h e p o s s i b i lit y o f
o v e r lo o k i n g o r g a n i s m s w h i c h h a v e t h e c a b a b i lit y t o d e g r a d e a c o m p o u n d , bu t t h r o u g h
a d if f e r e n t pa t h w a y .
C o m p a r is o n o f h y b ri d iz a t io n a n d M P N d a t a
T h e n u m b e r o f n a p h t h a le n e d e g r a d e r s a n d t h e n u m b e r o f p h e n a n t h r e n e
d e g r a d e r s p e r g r a m o f s o i l w a s d e t e r m i n e d u s i n g t he c o l o n y h y b r id i z a t i o n m e t h o d .
T h e s e d a t a w e r e c o m pa r e d t o t h e n u m b e r o f d e g r a d e r s p e r g r a m o f s o i l d e t e r m i n e d
u s in g t h e M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M P N ) m e t h o d . T h e c o m p a r i s o n i s s h o w n i n F ig u r e
4 . 9 . I n a ll c a s e s t h e n u m b e r o f d e g r a d e r s a s d e t e r m i n e d b y t h e c o l o n y h y b ri d i z a t i o n
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h y b ri d i z a t i o n m e t h o d s . S L P is a m ix t u r e o f S a i n t L o u is P a r l< , M N c o n t a m i n a t e d s o i l s . S L P - U C M PN d a t a
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y i e ld e d a n e g a t iv e n u m b e r a f t e r a p p l y in g t h e c o r r e c t i o n f a c t o r .
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F ig u r e 4 . 10 : Hy b r id iz a t i o n v a lu e s c o m p a r e d t o IVIP N v a lu e s f o r m u lt i p le P A H s . m p n v a l u e s w e r e a d d e d f o r
n a p h t h a l e n e , p h e n a n t h r e n e , a n d p y r e n e . M PN d a t a f o r p h e n a n t h r e n e d e g r a d e r s i n t h e S L P- U C s o i l a n d f o r
p y r e n e d e g r a d e r s In t h e D B s o i l is n o t a v a i l a b l e a n d , t h e r e f o r e , i s n o t in c l u d e d . H y b r id iz a t i o n d a t a i s f o r
n a p h t h a l e n e d e g r a d e r s o n ly .
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m e t h o d is t h r e e t o f o u r o r d e r s o f m a g n it u d e h ig h e r t h a n t h e n u m b e r o f d e g r a d e r s
d e t e r m i n e d b y M P N . T he M P N da t a a r e f o r a s i n g le P A H w h i l e t h e hy br id iz a t io n
m e t h o d m a y b e d e t e c t i n g o rg a n is m s c a pa b le o f d e g r a d in g s e v e r a l d i f f e r e n t P A H s .
F i g u r e 4 . 1 0 s h o w s - t h e M P N v a l u e fo r a l l n a p h t ha l e n e , p h e n a n t h r e n e a n d p y r e n e
d e g r a d e r s c o m b in e d . A lt h o u g h c o m b i n i n g t h e s e n u m b e r s m a y g iv e a n a r t i f ic i a l ly h ig h
e s t im a t e o f t h e n u m b e r o f n a p h t h a le n e , p h e n a n t h r e n e a n d py r e n e d e g r a d e r s , i t
r e p r e s e n ts t h e m a x im u m n u m b e r o f de g r a d e r s i n t h e po p u la t io n . T h e c o m b i n e d M P N
n u m b e r w a s c o m p a r e d t o t h e n u m be r o f n a p h t h a le n e d e g r a d e r s a s d e te r m in e d by
c o lo n y h y b r i d iz a t i o n . T h e r e is s t i ll a pp r o x im a te ly t h r e e o r d e r s o f m a g n it u d e
d if fe r e n c e b e t w e e n t h e tw o n u m be r s . T h e M P N m e t h o d c o u n t s a n o r g a n i s m a s a
d e g r a d e r o n ly i f it is c a p a b l e o f m i n e r a li z i n g a c o m po u n d . T h e h y b r i d iz a t i o n m e t h o d
c o u ld be d e t e c t i n g o r g a n i s m s w h ic h a r e d e g r a d i n g t h e c o m p o u n d t o a n d i n t e r m e d ia t e
m e ta b o lit e i n a d d it i o n to t h e o r g a n i s m s w h i c h a r e c a pa b le o f c o m p le t e m i n e r a l i z a t io n .
T h is m a y a c c o u n t fo r s o m e o f t h e d i f f e r e n c e i n t h e v a l u e s o b t a i n e d by t h e t w o
m e t h o d s . In a d d it io n
,
t h e p r o b e m a y b e d e te c t i n g o rg a n i s m s c a pa b le o f d e g r a d in g
P A H s i n a d d it i o n to t h o s e P A H s w h i c h h a v e be e n t e s te d by M P N .
A s t u d y c o n d u c te d by St e f fa n e t a l . (1 9 8 9 ) c o m pa r e d M P N d e t e c t io n m e t h o d s fo r
d e g r a de r ba c t e r i a t o h y b r id iz a t io n m e t ho d s . T h i s s t u d y c o n c l u de d t h a t M P N d a t a w a s
h ig h ly v a r i a b le a n d in c o n s i s t e n t . Ev e n t h o u g h t h e h y b r i d iz a t i o n m e t h o d o n n u t r i e n t
r i c h m e d i a s u f fe r e d f r o m t h e s a m e v a r ia b i lit y , w h e n t h e h y b r i d i z a t io n w a s c o n d u c te d
o n c e l ls g r o w n o n s e l e c t iv e m e d ia , t h e r e s u lt s w e r e m o r e r e lia b le a n d c o n s i s t e n t l y
de t e c te d t he p r e s e n c e o f a d de d de g r a d e r o r g a n i s m s . T he r e f o r e , t he h y b r id i z a t i o n
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d a t a f o r o r g a n is m s g r o w n o n T WB p lu s P A H m a y b e m o r e r e p r e s e n t a t iv e o f t h e a c t u a l
d e g r a d e r po p u la t i o n t h a n e it h e r t h e n u t r ie n t r ic h m e d ia h y b r id i z a t io n e s t i m a t e s o r t h e
M P N e s t im a t e s o f t h e b a c t e ri a l p o pu l a t i o n .
N A H7 p r o b e s p e c i f i c it y
In o rd e r to f u r t h e r e x a m i n e t he s p e c if i c ity o f t he p r o b e to a d d it i o n a l P A H s t w o
e n ri c h m e n t c u lt u r e s w e r e e x a m i n e d w it h t h e c o lo n y h y b ri d i z a t i o n a s s a y . A
p h e n a n t h r e n e e n ri c h m e n t c u lt u r e w a s u s e d t o s t a r t a py r e n e e n ri c h m e n t c u lt u r e . E a c h
e n ri c h m e n t c u lt u r e w a s g r o w n o n t h e a pp r o p ri a t e P A H a s t h e s o le s o u r c e o f c a ri Do n
u n t i l t u r b i d . T h e c u lt u r e s w e r e p la t e d o n a m i n im a l s a lt s m e d ia c o n t a i n i n g e it h e r
ph e n a n t h r e n e o r p y r e n e , a n d 1 . 0 g r a m s o f pe p t o n e p e r lit e r o f m e d iu m t o a l lo w f o r
m o r e r a p i d c o lo n y fo r m a t i o n (T h e a d d it io n o f pe p to n e m a y a l lo w t h e f o r m a t io n o f n o n -
P A H d e g r a d i n g c o lo n ie s c a u s i n g t h e % h y b ri d iz a t io n v a lu e s t o b e lo w e r t ha n t h e y a r e
i n a c t u a l it y , b u t s i n c e pe p t o n e h a s b e e n a d d e d t o b o t h t h e p h e n a n t h r e n e a n d p y r e n e
m e d ia t h i s u n d e r e s t im a t i o n s ho u ld b e c o n s is t e n t t h r o u g h o u t t he e x p e ri m e n t ) . T h e
c o lo n ie s w e r e c o u n t e d a n d t he n t r a n s f e r r e d t o m e m b r a n e s fo r t he c o lo n y hy b ri d i z a t i o n
a s s a y . T he da ta a r e s h o w n i n T a b le 4 . 1 . T h e w e l l e s t a b li s h e d p h e n a n t h r e n e
e n ri c h m e n t c u lt u r e h a d 9 0 % h y bri d iz a t io n w h i le t h e le s s e s ta b li s h e d p y r e n e
e n ri c h m e n t c u lt u r e h a d 6 5 % h y b ri d iz a t i o n . T he s a m e o r g a n i s m s w e r e u s e d t o
i n o c u la t e e a c h e n r i c h m e n t c u lt u r e
,
ho w e v e r
,
t he r e w a s a c ha n ge i n t h e p he n a n t h r e n e
d e g r a d i n g p o p u la t i o n a f t e r g r o w th o n t he p y r e n e c o n t a i n i n g m e d i u m . T h e p y r e n e
de g r a d i n g p o p u l a t i o n m a y u t i l iz e d if f e r e n t b u t s i m i la r g e n e s t h a n t he p h e n a n t h r e n e
d e g r a d i n g p o pu l a t io n . I f t h i s i s t h e c a s e , t h e p r o be m a y b i n d le s s t i g h t ly t o p y r e n e
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d e g r a d a t i o n g e n e s a n d a lo w e r p e r c e n t a g e o f t h e po p u la t io n w o u ld b e p e r c e iv e d t o
b i n d t h e p r o b e .
T h e N A H p la s n n id
- e n c o d e d c a t a bo l ic g e n e s a r e k n o w n t o be i n v o lv e d i n t h e
d e g r e d a t io n o f P A H s o t h e r t h a n n a p h t h a le n e . T h e N A H 7 p la s m id h a s b e e n s h o w n t o
e n c o d e t h e g e n o t y p e fo r t h e m i n e r a l iz a t io n o f p h e n a n t h r e n e a n d a n t h r a c e n e a s w e l l
a s n a p h t h a le n e (M e n n , 1 9 9 3 ; S a n s e v e r i n o , 1 9 9 3 ). T h e a b o v e d a t a s u gg e s t t h a t
p y r e n e c a n a ls o be a dd e d t o t h e li s t o f P A H s w h o s e de g r a d a t i o n i s m e d i a t e d by NA H 7
e n c o de d g e n e s .
E l e v e n p h e n a n t h r e n e de g r a d i n g b a c t e ri a l is o l a t e s w e r e p r o b e d w it h t h e N A H7
D N A f r a g m e n t . E a c h o f t h e s e i s o l a t e s h a d b e e n p r e v i o u s ly e x a m i n e d fo r it s a b il it y t o
g r o w o n e l e v e n d if f e r e n t P A H s . Is o la t e s w e r e g r o w n i n TW B p l u s t h e a p p r o p r i a te
P A H a s t h e s o le c a r b o n s o u r c e . G r o w th w a s de f i n e d a s a UV a b s o rb a n c e a t 4 2 0 n m
t h r e e t im e s g r e a t e r t h a n t h a t o f e it h e r t h e i n o c u la t e d c o n t r o l o r t h u n i n o c u la t e d
c o n t r o l . T h e a b i li ty o f t h e p r o b e t o h y b ri d iz e w it h e a c h i s o la t e w a s s c o r e d a s p l u s o r
m in u s a n d t h e r e s u lt s a r e g iv e n i n T a b le 4 . 2 a lo n g w it h t he s u bs t r a t e u t i li z a t io n pa tt e r n
f o r e a c h i s o la te . T h e p r o be h y b ri d iz e d w it h e ig h t o f t he e le v e n is o la t e s . T h e r e is n o
a pp a r e n t c o r r e l a t i o n be tw e e n t h e s i z e o f t h e P A H a n o rg a n i s m c a n d e g r a d e a n d it s
a b i lit y to h y b ri d i z e w i t h t h e p r o be . T h i s s u g ge s t s t h a t a lt h o u g h t he p r o b e is n o t
s pe c if ic f o r t h e a b i li ty t o d e g r a de a n y s i n g le P A H , it m a y b e u s e f u l a s a s c r e e n i n g t o o l
t o d e t e r m i n e t h e o v e r a l l c a p a c ity o f a s o i l to d e g r a d e a b r o a d r a n g e o f P A H s .
S tr a i n P 1 5 is k n o w n t o h a v e a n i n d u c i b le p h e n o t y p e f o r t h e d e g r a d a t i o n o f
p h e n a n t h re n e a n d s t r a i n P I 6 i s k n o w n t o be c o n s t itu t i v e f o r t h e d e g r a d a t i o n o f
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E n r i c h m e n t C u l t u r e % H y b r id i z a t i o n
P he n a n t h r e n e 9 0
P y r e n e 6 5
T a b le 4 . 1 : P e r c e n t o f c o l o n i e s f r o m t h e e n r i c h m e n t c u l t u r e s w h i c h
h y b r id i z e w i t h t h e NA H7 p r o b e
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P A H S I G 2 G 3 C 2 C 5 R 1 M6 P 15 P 16 P 2 1 V T 1
P H E + + + + + + + + + + +
IN D . . . - - +
N A P + + + - . . . + + +
1 M N + + + + - + - + + + +
2 M N + + - - - + - + + + +
F L E - + + + + + - - - - +
A C N . - + + + - . . - - .
A NT - + - + + + - - - - -
F L A + + + + + + - - - - -
P Y R + - + + + + - - - - +
C H R + + - + + . . . - - -
N A H7 + - + + + + - + + +
h o m o l o g y
T a b l e 4 . 2 : S u b s t r a t e r a n g e a n d N A H 7 h y b r i d i z a t i o n p a t t e r n s f o r p h e n a n t h r e n e d e g r a d i n g is o l a t e s
(S u b s t r a t e r a n g e d a t a o b t a i n e d f r o m N a ge l (1 9 9 4 ) a n d u n pu b li s he d d a t a f r o m S h u - H w a Che n , U n iv e r s it y o f N o r t h
C a r o l i n a , C h a pe l H i ll ). A
"
+
" i n d ic a t e s g ro w t h o r a p o s i t i v e hy b ri d i z a t io n r e a c t io n . A
"
-
"
in d i c a te s n o g r o w th o r a
n e g a t iv e h y b r id i z a t i o n r e a c t i o n . A b b r e v i a t i o n s a r e a s fo l lo w s : P H E = ph e n a n t h r e n e , IN D = i n da n e , N A P =
n a p ht ha le n e , 1M N = 1 - m e t hy l n a p ht ha le n e , 2 M N = 2 - m e t h y l n a pht h a l e n e , F L E = fl o u r e n e , A C N =
a c e n a p ht ha l e n e , A NT = a n t h r a c e n e , F LA = f lu o r a n t h e n e , P Y R = py r e n e , C H R = c h ry s e n e , BA P =
b e n z o (a )py r e n e .
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ph e n a n t h r e n e (St r i n g fe ll o w a n d A it k e n , 1 9 9 4 ). B o t h o f t h e s e s t r a i n s h a v e i d e n t i c a l
s u b s t r a t e u t i l iz a t io n p a tt e r n s , h o w e v e r , t he y e x h ib it o pp o s it e h y b r id i z a t i o n r e a c t io n s .
P la s m id e n c o d e d g e n e s m ig h t b e m o r e li k e ly t o h a v e r e g io n s h o m o lo g o u s t o t h e
p l a s m id p r o be . T h e c o n s t it u t i v e ph e n o t y pe o f s t r a i n P 1 6 i s o f te n th o u g h t t o b e
c h r o m o s o m a ll y m e d i a te d . T h e s e c h r o m o s o m a l g e n e s m a y b e s i g n i f i c a n t l y d if fe r e n t
f r o m t h e p l a s m id p r o b e a n d t h e r e f o r e , t h e y w o u ld n o t b i n d t h e p r o b e . H o w e v e r , t h i s
i s t h e o p p o s it e o f w h a t i s o b s e r v e d . T h e p r o b e d o e s n o t b i n d t o s t r a i n P 1 5 a n d it
d o e s b i n d t o s t r a i n P 1 6 . S t r a i n P 1 5 m a y b e u t i li z i n g a p la s m i d e n c o d e d d e g r a da t io n
p a t h w a y w h ic h is s ig n if ic a n t ly d i f fe r e n t f r o m t h e N A H 7 e n c o d e d p a t h w a y .
I n o r d e r t o i n v e s t ig a t e t h i s fu r t h e r , p l a s m id D N A w a s i s o la t e d f r o m s t r a i n s P I 5
a n d P 1 6 be f o r e a n d a f te r t he y w e r e s u b je c t e d t o a p r o c e d u r e w h i c h w o u l d
"
c u r e
"
t h e m
o f a n y p l a s m i d s ( K iy o h a r a , 1 9 8 3 ) . T h i s da t a i s s h o w n i n T a b l e 4 . 3 . A s w a s
e x p e c t e d , s t r a i n P 1 5 a p p e a r s t o h a r b o r a p la s m id w h i c h is r e s p o n s i b l e f o r t h e
d e g r a d a t io n o f ph e n a n t h r e n e a n d n o p l a s m i d w a s e v e r i s o la t e d f r o m s t r a i n P 1 6 ,
s u gg e s t i n g t h a t t he p h e n a n t h r e n e de g r a da t i o n p h e n o t y pe i s i n d e e d c a r r i e d i n t h e
c h r o m o s o m e .
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M e d i a P 1 5 P 1 6
T WB + P h e + (+ ) + (- )
N u t r i e n t A ga r + (- ) + (- )
TW B + P h e - {- ) + (- )
T a b l e 4 . 3 : P l a s m i d c u r e f o l l o w i n g p a s s a g e o n t o n u t r ie n t a g a r . A
"
+
"
In d i c a t e s g r o w t h o n t h e i n d ic a t e d m e d i a a n d a
"
-
"
i n d i c a t e s t h a t n o
g r o w t h w a s o b s e r v e d . Sy m bo ls i n pa r e n t h e s e s { ) i n d i c a t e t h e p r e s e n c e
o r a b s e n c e o f p la s m id . S t r a i n P 1 5 is k n o w n t o ha v e a n i n d u c ib le
p h e n o t y p e fo r t h e o x i d a t io n o f p h e n a n t h r e n e . S t r a i n P 1 6 is k n o w n t o
h a v e a c o n s t it u t iv e p h e n o ty pe f o r t h e o x id a t io n o f p h e n a n t h r e n e
(St ri n g f e l lo w , 1 9 9 4 ).
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V . C O N C L US IO N S
D e v e l o p m e n t o f p r o b e
A D N A p ro b e w a s d e v e lo p e d w h ic h w a s c a p a b le o f d e t e c t i n g P A H d e g r a d i n g
o r ga n is m s .
T h i s p r o be w a s s u c c e s s fu lly u s e d i n a c o l o n y h y b r id i z a t i o n te c h n iq u e t o d e t e c t
n a p ht h a le n e a n d p h e n a n t h r e n e de g r a d i n g o r g a n i s m s .
E n u m e r a t i o n o f b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s
T h e N A H 7 p r o b e w a s c a pa b le o f d e t e c t in g a g r e a t e r n u m b e r o f PA H d e g r a d i n g
o r ga n is m s t h a n w a s t h e M P N m e t h o d . T h i s m a y be be c a u s e t h e p r o b e w a s a b le t o
d e t e c t o r g a n i s m s c a p a b le o f d e g r a d i n g a w id e r a n g e o f P A H s .
P r o t ) e s p e c i f i c it y
T h e N A H 7 p r o b e is c a p a b le o f d e t e c t i n g 7 3 % o f a l l PA H d e g r a d i n g o r g a n i s m s . T h e
r e m a i n i n g 2 7 % o f t he d e g r a d e r s t h a t w e r e u n d e t e c te d by t h e p r o be m a y u t il iz e a
d e g r a d a t io n p a t h w a y w h i c h i s s ign if ic a n t ly d iff e r e n t t h a n t h e n a p ht ha le n e d e g r a d a t i o n
p a t h w a y .
S t r a i n s P 1 5 a n d P 1 6 e x h i b it e d a n u n e x p e c te d h y b r id iz a t io n pa t te r n b a s e d o n t h e
a b i l it y t o is o la t e p l a s m id D N A f r o m P 1 5 a n d n o t P 1 6 a n d t h e a b i l it y t o c u r e s t r a i n P 1 5
o f it s p la s m id s . S t r a i n P 1 5 m a y b e u t i li z i n g a p la s m id f o r t h e de g r a d a t i o n o f P A H s ,
b u t i t i s s i g n if i c a n t ly d iff e r e n t f r o m t h e n a p ht h a le n e c a t a bo lic ge n e s c o n t a i n e d o n t h e
p la s m id p r o b e .
O v e r a l l
T h e N A H 7 p r o b e is u s e f u l i n e n u m e r a t i o n o f t he t o ta l P A H d e g r a d i n g p o p u l a t io n i n a
s o i l
,
d u e to it s s pe c if i c it y fo r t he de t e c t io n o f PA H d e g ra d i n g o rg a n is m s , b u t n o t t o a n y
s in g le P A H .
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V I . R E F E R E N C E S
A t l a s
,
R . M . 1 9 8 1 . M i c r o b i a l d e g r a d a t io n o f p e t r o le u m hy d r o c a rb o n s : a n
e n v i r o n m e n ta l p e r s p e c t iv e . M ic r o b io l. R e v . 4 5 : 1 8 0
- 2 0 9 .
B a r n s l e y , E . A . 1 9 8 3 a . B a c t e r ia l o x i d a t i o n o f n a p ht h a le n e a n d p he n a n t h r e n e . J .
B a c t e r io l . 1 5 3 : 1 0 6 9 - 1 0 7 1 .
B a r n s l e y , E . A . 1 9 8 3 b . P h t h a la t e p a t h w a y o f p h e n a n t h r e n e m e t a bo li s m : F o r m a t io n
o f 2
'
-
c a r b o x y b e n z y lp y n j v a t e . J . B a c t e r i o l . 15 4 : 1 1 3 - 1 17 .
B a u e r
,
J . E .
,
a n d C a p o n e , D . G . 1 9 8 5 . D e g r a d a t i o n a n d m i n e r a l iz a t io n o f t h e
p o l y c y c lic a r o m a t ic h y d r o c a r b o n s a n t h r a c e n e a n d n a ph t h a le n e i n i n t e r t i da l
m a r i n e s e d i m e n t s . A p p l. E n v ir o n . M ic r o b i o l. 5 0 : 8 1 - 9 0 .
B a u e r , J . E . , a n d C a p o n e , D . G . 1 9 88 . Ef fe c ts o f c o
- o c c u r in g a r o m a t i c hy d ro c a r b o n s
o n t h e d e g r a d a t i o n o f i n d iv id u a l po ly c y c l ic a r o m a t ic h y d r o c a r b o n s in m a r i n e
s e d im e n t s . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b io l . 5 4 : 1 6 4 9
- 16 5 5 .
B e r e n t
,
S . L .
,
M a h m o u d i , M . , T o r c z y n s k i , R . M . , B r a g g , P . W . , a n d B o l l o n , A . P .
1 9 8 5 . C o m p a r is o n o f o li g o n u c le o t i de a n d lo n g D N A f r a g m e n t s a s p r o b e s i n
DN A a n d R NA d o t , S o u t he r n , N o r t h e r n c o lo n y a n d p l a q u e hy b ri d i z a t i o n s .
B io t e c h n iq u e s . 3 : 2 0 8
B l u m e r , M . , 1 9 7 6 . P o ly c y c li c a r o m a t i c c o m po u n d s i n n a t u r e . Sc i . A m e r . 2 3 4 (3 ) : 3 5 -
4 5 .
C a i n , P . A . , a n d W i l l i a m s , P . A . 1 9 8 2 . T h e p la s m id c o d e d m e t a b o li s m o f n a p h t h a le n e
a n d 2 - m e t h ly n a p h t h a le n e i n P s e u d o m o n a s s t r a i n s
-
p h e n o t y pe c ha n g e s
c o r r e l a t e d w i t h s t r u c t u r a l m o d if ic a t i o n s o f t h e p l a s m id . J . G e n . M ic r o b i o l . 1 2 8 :
2 8 - 2 3 7 .
C e r n ig l i a , C a r l E . 19 8 4 . M ic r o b ia l m e t a bo li s m o f p o ly c y c l ic a r o m a t ic hyd r o c a rb o n s .
A d v . A pp l . M ic r o b i o l.
C e r n i g l i a , C . E . a n d G ib s o n , D . T . 1 9 8 0 . F u n g a l o x id a t io n o f b e n z o (a )p y r e n e a n d
t r a n s - 7 , 8 - d i h y d r o x y - 7 , 8
- d o h y d r o b e n z o (a )py r e n e . J . B io l . C h e m . 2 5 5 : 5 15 9 -
5 16 3 .
C e r n i g l i a C . E . a n d H e i t k a m p , M . A . 1 9 8 9 . M ic r o b ia l d e g r a da t i o n o f po ly c y c l ic
a r o m a t ic h y d r o c a rb o n s (P A H ) i n t h e a q u a t ic e n v i r o n m e n t , p p . 4 1 0 6 8 . In U .
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V a r a n a s i (e d . ) , M e t a b o l i s m o f P o ly c y c l ic A r o m a t i c H y d r o c a r bo n s in t h e A q u a t ic
E n v i r o n m e n t . C R C P re s s , B o c a R a t o n , F L .
C e r n i g i i a , C a r l E . 19 9 2 . B i o d e g r a d a t i o n o f po ly c y c li c a r o m a t i c h y d r o c a rb o n s .
B o id e g . 3 : 3 5 1 - 3 6 8 .
C h a k r a b a r t y , A . M . 1 9 7 2 . G e n e t i c b a s i s o f t h e b io d e g r a d a t i o n o f S a li c y la t e o n . J .
B a c t e r i o l . 1 1 2 : 8 1 5 - 8 2 3 .
C o l l a
,
C
,
F i e c c h i
,
A .
,
a n d T r e c c a n i , V . 1 9 5 9 . R ic e r c h e s u l m e t a b i li s m o o s s id a t iv o
m i c r o b i c o d e l l
'
a n t r a c e n e e d e l f e n a n t r e n e . A n n . M i c r o b io l . E n z im o l . 9 : 8 7
C u n d e l l
,
A . M . a n d T r a x l e r , R . W . 1 9 7 3 . H y d r o c a r bo n - d e g r a d i n g b a c te r i a a s s o c ia te d
w it h a r c t ic o il s e e ps . D e v . I n d . M i c r o . 1 5 : 2 5 0 - 2 5 5 .
D a l t o n , H . , a n d S t e r l i n g , D . I . 1 9 8 2 . C o m e ta b o li s m . P h i l o s o ph ic a l T r a n s a c t io n s o f
t h e R o y a l S c i e n c e o f L o n d o n . 2 9 7 : 4 8 1
- 4 8 6 .
D a v i e s , J . I . , a n d E v a n s , W. C . 1 9 6 4 . O x id a t i v e m e t a b o l i s m o f n a ph t h a le n e b y s o i l
p s e u d o m o n a d s : t h e r i n g f i s s io n m e c h a n i s m . B io c h e m . J . 9 1 : 2 5 1 - 2 6 1 .
D i b b l e
,
J . T . a n d B a r t h a , R . 1 9 7 9 . E ffe c t o f e n v i r o n m e n ta l p a r a m e t e r s o n t h e
de g r a d a t io n o f o i l s lu d g e . A pp l . E n v i r o n . l M ic r o b io l . 3 7 : 7 2 9
- 7 3 9 .
D ip p le , A . , C h e n g , B . C . , B ig g e r , C . A . H . 1 9 9 0 . P o ly n u c le a r a r o m a t ic hy d r o c a r b o n
c a r c i n o ge n s . In P a r iz a , M . W . , A e s c h b a c he r , H . U . , F e lt o n , J . S . a n d S a to , S .
(E d s . ) M u ta g e n s a n d C a r c i n o g e n s i n t h e D ie t . Wi l e y - L i s s , N e w Y o r k . pp . 1 0 9 -
1 2 7 .
D u n n , N . W . a n d G u n s a l u s , I . C . 1 9 7 3 . T r a n s m i s s ib le p l a s m id c o d i n g e a r ly e n z y m e s
o f n a p h t h a l e n e o x id a t i o n in P s e u d o m o n a s p u t i d a . J . B a c t e r i o l . 1 1 4 : 9 7 4
- 9 7 9 .
D z o m b a k , D . A . , a n d L u t h y , R . G . 1 9 8 4 . E s t im a t in g a d s o rp t i o n o f p o ly c y c li c a r o m a t ic
h y d r o c a r b o n s o n s o i ls . S o il S c i . 17 3 : 2 9 2
- 3 0 8 .
E His , B . , H a r o ld , P . , a n d K r o n be r g , H . 1 9 9 1 . B i o r e m e d i a t io n o f a c r e o s o te
c o n ta m i n a t e d s it e . E n v i r o n . T e c h n o l. 1 2 : 4 4 7 - 4 5 9 .
E s t r e l l a
,
M . R .
,
B r u s s e a u
,
M . L .
,
M a i e r
,
R . S .
,
P e p p e r , I . L . , Wi e r e n g a , P . J . , a n d
M i l l e r , R . M . 1 9 9 3 . B i o d e g r a d a t i o n , s o r pt i o n , a n d t r a n s po r t o f 2 , 4 -
d i c h lo r o p h e n o x y a c e t ic a c i d i n s a tu r a t e d a n d u n s a t u r a t e d s o i ls . A p p l. E n v ir o n .
M ic r o b io l . 5 9 : 4 2 6 6 - 4 2 7 3 .
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E v a n s , W . C . , F e r n l e y , H . N . a n d G r i f f i t h s , E . 1 9 6 5 . O x id a t iv e m e t a b o li s m o f
p h e n a n t h r e n e a n d a n t h r a c e n e by s o i l p s e u d o m o n a ds : T h e r i n g
- f i s s io n
m e c h a n i s m . B io c h e m . J . 9 5 : 8 1 9 - 8 3 1 .
F e r r i s , J . P . , M a c D o n a l d , L . H . , P a t r i e , 1UI . A . , a n d IMa r t i n , l\ /I . A . 1 9 7 6 . A r y l
h y d r o c a r b o n h y d r o x y l a s e a c t i v it y i n t h e f u n g u s C u n n i n g h a m e l la b a i n ie r i :
e v id e n c e fo r th e - p r e s e n c e o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 . A r c h . B ic h e m . B io p h y s . 1 7 5 :
4 4 3 - 4 5 2 .
F i e l d
,
J . A .
,
d e J o n g , E . , C o s t a , G . F . , a n d d e B o n t , J . A . IVI . 1 9 9 2 . B i o d e g r a d a t io n o f
po ly c y c li c a r o m a t ic h y d r o c a r bo n s b y n e w is o l a t e s o f w h it e r o t f u n g i . A p p l.
E n v i r o n . M ic r o b i o l. 5 8 : 2 2 1 9 - 2 2 2 6 .
F l e m i n g , J a m e s T . , S a n s e v e r i n o , J . , a n d S a y l e r , G a r y S . 19 9 3 . Q u a n t it a t i v e
r e la t i o n s h ip b e t w e e n n a p ht h a le n e c a t a bo l ic g e n e f r e q u e n c y a n d e x p r e s s io n in
p r e d i c t i n g P A H d e g r a da t io n i n s o i ls a t t o w n ga s m a n u f a c t u r i n g s it e s .
E n v i r o n . S c i . T e c h n o l. 2 7 : 1 0 6 8 - 1 0 7 4 .
F o g h t , J . M . , Fe d o r a k , P . M . , a n d We s t l a k e , D . W . S . 1 9 9 0 . M i n e r a li z a t io n o f
[1 4 C ]h e x a d e c a n e a n d [1 4 C ]p h e n a n t h r e n e i n c m d e o i l : S p e c if ic i ty a m o n g
b a c t e r i a l i s o la te s . C a n . J . M ic r o b io l. 3 6 : 1 6 9 - 1 7 5 .
F o g h t , J . M . a n d W e s t l a k e , W . S . 19 9 1 . C r o s s hy b ri d iz a t i o n o f p l a s m id a n d g e n o m i c
D NA fr o m a r o m a t ic a n d po l y c y c l ic a r o m a t ic h y d r o c a r bo n d e g r a d i n g b a c t e ri a .
C a n . J . M i c r o b i o l . 3 7 : 9 2 4 - 9 3 2 .
F o g h t , J . M . a n d W e s t l a k e , D . W . S . 1 9 8 8 . D e g r a d a t io n o f p o ly c y c li c a r o m a t i c
hy d r o c a r b o n s a n d a r o m a t i c h e t e r o c y c l e s b y a P s e u d o m o n a s s p e c i e s . C a n . J .
M ic r o b io l . 34 : 1 1 3 4 - 1 1 4 1 .
G h o s h
,
D i p a k K . a n d M i r h r a , A j i t K . 1 9 8 3 . O x id a t i o n o f p h e n a n th r e n e b y a s t r a i n o f
M i c r o c o c c u s : Ev id e n c e o f p r o t o c a t e c h u a t e pa t hw a y . C u r r . M i c r o b i o l . 9 : 2 1 9 -
2 2 4 .
G i b s o n , D a v id T . , M a h a d e v a n , V . , J e r i n a , D . M . , Y a g i , H . , a n d Y e h , H . J . 1 9 7 5 .
O x i da t io n o f t h e c a r c in o g e n s be n z o (a )py r e n e a n d b e n z o (a )a n t h r e c e n e t o
d i h y d r o d io ls b y a b a c t e r iu m . S c i e n c e . 1 8 9 : 2 9 5 - 2 9 7 .
G r o s s e r , R . J . , Wa r a s h a w s k i , D . , a n d V e s t a l , J . R . 199 1 . In d ig e n o u s a n d e n ha n c e d
m i n e r a li z a t io n o f p y r e n e , b e n z o (a )p y r e n e , a n d c a r b a z o l e i n s o i l s . A p p l . E n v i r o n .
M i c r o b io l . 5 7 : 3 4 6 2 - 3 4 6 9 .
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G r o v e r
,
P . L .
,
F o r r e s t e r , J . A . , a n d S im s , P . 1 9 7 1 . R e a c t i v i ty o f t he K - r e g io n
e p o x id e s o f s o m e po ly c y c li c h y d r o c a r b o n s t o w a r d s t he n u c l e i c a c id s a n d
p r o t e i n s o f B H K 2 1 c e il s . B i o c h e m . Ph a r m a c o l . 2 0 : 1 2 9 7 - 1 3 0 2 .
G r u n d
,
E .
,
D e n e c k e
,
B . , a n d E i c h e n l a u b , R . 1 9 9 2 . N a p ht h a l e n e d e g r a d a t i o n v ia
s a l ic y la t e a n d g e n t i s a t e b y R h o d o c o c c u s s p . s t r a i n 8 4 . A p p l . E n v i r o n .
M i c r o b io l . 5 8 : 1 8 7 4 - 1 8 7 7 .
G u e r i n , W i l l i a m F . , a n d J o n e s , G a l e n E . 1 9 8 8 a . T w o - s t a g e m i n e r a li z a t i o n o f
p h e n a n t h r e n e b y e s t u a r i n e e n r ic h m e n t c u lt u r e s . A pp l. E n v i r o n . M i c r o b io l . 5 4 :
9 2 9 - 9 3 6 .
G u e r i n
,
W i l l i a m F . , a n d J o n e s , G a l e n E . 1 9 8 8 b . M i n e r a li z a t i o n o f P h e n a n t h r e n e
b y a My c o b a c te r i u m s p . A pp l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 4 : 9 3 7 - 9 4 4 .
H a m m e l
,
K . E .
,
G a l , W . Z . , G r e e n , B . a n d M o e n , M . A . 1 9 9 2 . O x id a t iv e d e g r a d a t i o n
o f p h e n a n t h r e n e b y t h e l ig n o ly t i c f u n g u s P h a n e r o c h a e t e c h ry s o s p o ri u m . 5 8 :
1 8 3 2 - 1 8 3 8 .
H a m m e l , K . E . , G r e e n , B . , a n d G a l . W . Z . 1 9 9 1 . R i n g f i s s io n o f a n t h r a c e n e b y a
e u ka ry o t e . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . 8 8 : 1 0 6 0 5 - 1 0 6 0 8 .
H a r a y a m a , S . a n d K o k , M . 1 9 9 2 . F u n c t i o n a l a n d e v o lu t i o n a ry r e l a t i o n s h i ps a m o n g
d iv e r s e o x y g e n a s e s . A n n u . R e v . M ic r o b io l . 4 6 : 5 6 5 - 6 0 1 .
H a r v e y , R o n a l d G . 1 9 9 1 . P o l y c y c l ic a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s : c h e m i s t r y a n d
c a r c i n o g e n i c it y . C a m b ri dg e U n i v e r s it y P r e s s , C a m b ri d g e , M A . pp . 8 4
- 8 7 .
J e r i n a , D . M . , S e ia n d e r , H . , Y a g i , H . , We l l s , M . C . , D a v e y , J . F . , M a h a d e v a n , V . a n d
G i b s o n
,
D . T . 1 9 7 5 . D i h y d r o d io ls f r o m a n t h r a c e n e a n d p h e n a n t h r e n e . J . A m .
C h e m . So c . 9 8 : 5 9 8 8 - 5 9 9 6 .
J o n e s , K . C . , S t r a t f o r d , J . A . , Wa t e r h o u s e , K . S . , F u r l o n g , E . T . , G i g e r , W . , IHi t e s ,
R . A .
,
S c h a f f n e r
,
C
,
a n d J o h n s t o n
,
A . E . 1 9 8 9 . In c r e a s e i n t h e p o ly n u c le a r
a r o m a t ic hy d r o c a ri a o n c o n te n t o f t h e s o i l o v e r t he l a s t c e n t u r y . E n v ir o n .
S c i . T e c h n o l . 2 3 : 9 5 - 1 0 1 .
K a r ic k h o f f , S . W . , B r o w n , D . S . , a n d S c o tt , T . A . 1 9 7 9 . So r p t i o n o f h y d r o p ho b ic
p o l lu ta n t s o n n a t u r a l s e d im e n t s . W a t e r R e s . 1 3 : 2 4 1 - 2 4 8 .
K e i t h , L H . a n d T e l l i a r d , W. A . 1 9 7 9 . P ri o r it y po l lu t a n t s . I . A p e r s pe c t iv e v i e w .
E n v i r o n . S c i . T e c h n o l . 1 3 : 4 1 6 - 4 2 3 .
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K i n g , J . M . H . , D iG r a z i a , P . M . , A p p l e g a t e , B . , B u r la g e , R . , S a n s e v e r i n o , J . , D u n b a r ,
P . , L a r i m e r , F . , a n d S a y l e r , G . S . 1 9 9 0 . R a p id , s e n s it iv e b io lu m i n e s c e n t
r e po r t e r t e c h n o lo g y fo r n a p h t h a l e n e e x po s u r e a n d b io d e g r a d a t i o n . S c i e n c e .
2 4 9 : 7 7 8 - 7 8 1 .
K i n g s b u r y , G . L . , S im s , R . C . a n d Wh i t e , J . B . 19 7 9 . M u lt i - m e d i a go a ls fo r
e n v i r o n m e n t a l a s s e s s m e n t . E PA - 6 0 0 /7 - 7 9 - 1 7 b .
K iy o h a r a , H . , a n d N a g o , K . 1 9 7 6 . E n z y m a t i c c o n v e r s i o n o f 1 - h y d r o x y - 2 - n a p h t h o a t e
i n p h e n a n t h r e n e g r o w n A e r o m o n a s s p . S 4 5 P 1 . A g ri c . B o i l . C h e m . 4 1 : 7 0 5 - 7 0 7 .
K i y o h a r a , H . , a n d N a g o , K . 1 9 7 8 . T h e c a t a b o li s m o f p h e n a n t h r e n e a n d
n a p h t h a l e n e b y ba c te r i a . J . G e n . M ic r o b io l . 1 0 5 : 6 9
- 7 5 .
K i y o h a r a , H . , N a g o , K . , a n d Y a n a , K e i j i . 1 9 8 2 . R a p id s c r e e n fo r ba c t e r i a d e g r a d i n g
w a t e r - i n s o lu b le
,
s o li d h y d r o c a rb o n s o n a g a r p la t e s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b io l .
4 3 : 4 5 4 - 4 5 7 .
K i y o h a r a , H . , N a g o , K . , K a g e a l<i , K . a n d Y a n o , K . 1 9 8 2 . P he n a n t h r e n e - d e g r a d in g
p h e n o t y p e o f A lc a l ig e n e s fa e c a l is A F K 2 . A pp l . E n v ir o n . M i c r o b io l . 4 3 : 4 5 8 -
4 6 1 .
K i y o h a r a , H . , S u g i y a m a , M . , l \/l o n d e l l o , F . , G i b s o n , D . a n d Y a n o , K . 1 9 8 3 .
P l a s m id i n v o lv e m e n t i n t he d e g r a d a t io n o f po ly c y c li c a r o m a t ic h y d r o c a r b o n s by
a B e ij e r i n c k ia s p e c ie s . B io c h e m . B io p h y s . R e s . C o m . 1 1 1 (3 ) : 9 3 9 - 9 4 5 .
K i y o h a r a , H . . , T a lc iz a w a , N . , D a n t e , H . , T o r i g o e , S . , a n d Y a n o , K . 1 99 0 .
C ha r a c te r i z a t io n o f a p he n a n t h r e n e de g r a d a t i o n p la s m id f r o m A l c a lig e n e s
fa e c a l is A FK 2 . J . F e r m e n t . B i o e n g . 6 9 : 5 4
- 5 6 .
K n i g h t , I v o r T . , a n d C o iw e l l , R i t a R . 1 9 9 1 . A p p l ic a t i o n o f b io te c h n o lo g y t o w a t e r
q u a l it y m o n it o r i n g . In O r g a n ic S u b s t a n c e s a n d S e d im e n ts i n W a t e r , V o l. 3 .
R o b e r t A . B a k e r (e d . ) L e w i s P u b l is h e r s C h e ls e a , M ic h ig a n , p p . 6 5 - 7 0 .
K o ba y a s h i , H e s t e r , a n d R i t t m a n , B r u c e E . 1 9 8 2 . M i c r o b ia l r e m o v a l o f h a z a r d o u s
o r g a n ic c o m p o u n d s . E n v i r o n . S c i . T e c h n o l . 16 : 1 7 0 A
- 1 8 3 A .
L e w is
,
D . L . , K o l l ig , H . P . , H o d s o n , R . E . 1 9 86 . N u t r ie n t l im it a t i o n a n d a d a p t a t io n o f
m i c r o b i a l po p u la t io n s t o c h e m i c a l t r a n s fo rm a t io n s . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b i o l .
5 1 : 5 9 8 - 6 0 3 .
M a d s e n , E . L . , S i n c l a i r , J . L . a n d G h i o r s e , W . C . 1 9 9 1 . In s it u b i o d e g r a d a t io n :
m i c r o b i o lo g i c a l pa t t e r n s i n a c o n t a m i n a t e d a qu ife r . S c ie n c e . 2 5 2 : 8 3 0
- 8 3 2 .
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M a n i l a l , V . B . a n d A l e x a n d e r , M . 1 9 9 1 . F a c t o r s a f fe c t i n g t h e m ic r o b i a l d e g r a d a t io n
o f p h e n a n t li r e n e in s o i l . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b i o l . 3 5 : 4 0 1
- 4 0 5 .
M a c G i l l i v r a y , A . R . a n d S h ia r i s , M . P . 1 9 9 3 . B i o t r a n s fo r m a t i o n o f po ly c y c li c a r o m a t ic
h y d r o c a r b o n s b y y e a s t s i s o l ; a t e d f r o m c o a s ta l s e d im e n t s . A p p l. E n v i r o n .
M ic r o b i o l. 5 9 : 1 6 1 3 - 1 6 1 8 .
M a c K a y , D . a n d S h i u , W . Y . 1 9 7 7 . A q u e o u s s o l u b i lit y o f p o l y n u c l e a r a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s . J . C h e m . E . D a t a . 2 2 (4 ): 3 9 9 - 4 0 2 .
M c C a r t h y , J . F . a n d J i m e n e z , B . D . 1 9 8 5 . R e d u c t i o n i n b i o a v a i l a b i l ity t o b l u e g i l ls o f
po l y c y c lic a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s bo u n d to h u m i c m a t e r i a l . E n v i r o n . T o x i c o l.
C h e m . 4 : 5 1 1 - 5 2 1 .
M e n n , F u - M i n , A p p l e g a t e , B r u c e M . a n d S a y l e r , G a r y S . 19 9 3 . N A H pla s m id
-
m e d i a t e d c a t a b o l is m o f a n t h r a c e n e a n d p h e n a n t h r e n e t o n a p h t h o ic a c id s . A pp l .
E n v i r o n . M ic r o b i o l . 5 9 : 1 9 8 3 - 1 9 4 2 .
M o r g a n , P . a n d W a t k i n s o n , R . J . 1 9 9 2 . F a c t o r s lim it i n g t h e s u pp l y a n d e f f ic i e n c y o f
n u t r i e n t a n d o x y g e n s u pp le m e n t s f o r t h e i n s i tu b i o t r e a t m e n t o f c o n t a m i n a t e d
s o i l a n d g r o u n d w a te r . Wa t e r R e s . 2 6 : 7 3 - 7 8 .
M o r g a n , P . , L e w i s , S . T . , a n d Wa t l c i n s o n , R . J . 1 9 9 1 . C o m p a r i s o n o f a b i lit i e s o f
w h it e - r o t f u n g i to m in e r a li z e s e le c te d x e n o b io t i c c o m po u n d s . A p p l. M ic r o b i o l,
a n d B i o t e c h . 3 4 : 6 9 3 - 6 9 6 .
M u e l l e r
,
J . G . , C h a p m a n , P . J . , a n d P r i t c h a r d , P . H . 1 9 8 9 . A c t i o n o f f l u o r a n t h e n e -
u t i li z i n g b a c te r i a l c o m m u n it y o n po ly c y c l ic a r o m a t ic c o m p o n e n t s o f c r e o s o te .
A pp l . E n v i r o n . M ic r o b i o l. 5 5 : 3 0 8 5
- 3 0 9 0 .
N a g e l , R o b e r t . 1 9 9 4 . C h a r a c t e r i s t i c s o f p h e n a n t h r e n e d e g r a d i n g a e r o b ic b a c t e r ia
i s o l a t e d f r o m v a r i o u s P A H c o n t a m i n a te d s o i ls . M a s t e r
'
s t h e s i s
N a r r o , M . L . , C e r n i g l i a , C . E . , v a n B a a l e n , C , a n d G i b s o n , D . T . 1 9 9 2 . M e t a b o li s m
o f ph e n a n t h r e n e b y a m a r in e c y a n o b a c t r ie u m A g m e n e ll u m q u a d r u p l i c a tu m P R
-
6 . A p p l . E n v ir o n . M i c r o b io l . 5 8 : 1 3 5 1 - 1 3 5 9 .
N e y , R o n a ld E . 1 9 90 . Wh e r e d id t h a t c h e m i c a l go ? A p ra c t i c a l g u id e t o c h e m i c a l
fa te a n d t r a n s p o r t in t h e e n v i r o n m e n t . V a n N o s t r a n d R e i n h o ld , N e w Y o r k , p .
14 7 .
Pa u l , E . A . a n d C la r k , F . E . 1 9 8 9 . S o i l M ic r o b io l o g y a n d Bi o c he m i s t r y . A c a d e m i c
P r e s s , In c . S a n D i e g o , C A
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R i b b o n s , D . W . a n d E a t o n , R . W . 1 9 8 2 . C h e m ic a l t r a n s fo r m a t io n s o f a r o m a t ic
h y d r o c a r b o n s t h a t s u p po r t t h e g r o w t h o f m i c r o o r g a n is m s . In A . M . C h a k r a b a r ty
(e d . ) B i o d e g r a d a t io n a n d D e t o x if ic a t io n o f E n v i r o n m e n t a l P o l l u t a n t s . C R C
P re s s
,
B o c a R a to n , F L . p p . 5 9
- 8 4 .
R i c h a r d s , B . N . 1 98 7 . T he M ic r o b i o lo gy o f T e r r e s t ri a l Ec o s y s t e m s . L o n g m a n
S c i e n t if ic a n d T e c h n i c a l , N e w Y o rk .
R o g o f f , M M . a n d W a n d e r , I . 1 9 5 7 . T h e m i c r o b io lo g y o f c o a l. L B a c t e ri a l o x i d a t io n
o f ph e n a n t h r e n e . J . B a c t e ri d . 7 3 : 2 6 4
- 2 6 8 .
S a n g i a r d , D . 1 9 8 6 . R o le o f e x t r a c e l lu la r l ig n i n a s e s i n b i o de g r a d a t i o n o f
be n z o (a )py r e n e b y P h a e n e r o c h a e te c h r y s o s p o r iu m . 8 : 2 0 9 - 2 1 2 .
S a n s e v e r i n o , J o li n , A p p i e g a t e , B r u c e M . , K i n g J M . IHe n r y , a n d S a y l e r , G a r y S .
1 9 9 3 . P l a s m id - m e d i a t e d m i n e r a l i z a t i o n o f n a p h t h a le n e , p h e n a n t h r e n e , a n d
a n t h r a c e n e . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l. 5 9 : 1 9 3 1
- 1 9 3 7 .
S a y l e r , G a r y S . , S h i e l d s , M . S . , T e d f o r d , E . T . , B r e e n , A . , H o o p e r , S . W. , S i r o t k i n ,
K . M . , a n d D a v i s , J . W . 1 9 8 5 . A pp l ic a t i o n o f D N A - D N A c o lo n y h y b ri d iz a t io n t o
t h e d e t e c t io n o f c a ta b o l ic g e n o ty p e s in e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s . A p p l . E n v i r o n .
M ic r o b i o l . 4 9 : 1 2 9 5 - 1 3 03 .
S h e r r i l l
,
T . W. a n d S a y l e r , G . S . 1 9 8 0 . P he n a n t h r e n e b i o d e g r a d a t io n i n f r e s h w a t e r
e n v i r o n m e n t s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l. 3 9 : 1 7 2
- 1 7 8 .
S h i a r i s , M . P . 1 9 8 9 . S e a s o n a l b i o t r a n s fo r m a t io n o f n a p h t h a le n e , p h e n a n t h re n e , a n d
be n z o (a )py r e n e i n s u r f ic ia l e s t u a ri n e s e d im e n ts . A p p l. E n v i r o n . M ic r o b io l . 5 5 :
1 39 1- 1 3 9 9 .
S h i a r i s , IMi c h a e l P . , a n d C o o n e y , J o s e p h J . 1 9 8 3 . R e p l ic a p l a t i n g m e t h o d f o r
e s t im a t i n g p h e n a n t h r e n e
-
u t i l iz i n g a n d p h e n a n t h r e n e - c o m e ta b o l iz in g
m ic r o o r g a n i s m s . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b i o l . 4 5 : 7 0 6 - 7 10 .
S im m o n , V . F . , R o s e n k r a n z , H . S . , Z e i g e r , E . , a n d P o i r i e r , L A . 1 9 7 9 . M u t a g e n ic
a c t iv it y o f c h e m ic a l c a r c i n o ge n s a n d r e la t e d c o m po u n d s i n t he i n t r a pe r it o n e a l
ho s t - m e d i a te d a s s a y . J . N a t l . C a n c e r In s t . 62 : 9 1 1 - 9 1 8 .
S im s , J . L . , S i m s , R . C . , a n d M a t h e w s , J . E . 1 99 0 . A p p ro a c he s t o b i o r e m e d i a t i o n o f
c o n t a m i n a te d s o i l . H a z . W a s t e H a z . M a te r . 7 : 1 1 7 - 1 4 9 .
S t r i n g f e l t o w , W . T . , a n d A i t k e n , M . D . 1 9 9 4 . C o m p a ri t i v e p h y s i o l o g y o f p h e n a n t h r e n e
de g r a d a t io n b y t w o d is s im i la r p s e u d o m o n a d s is o la te d f r o m a c r e a s o t e -
c o n t a m in a t e d s o i l. C a n J . M i c r o b io l. 4 0 : 4 3 2 - 4 3 8 .
7 0
S u t h e r l a n d , J o h n B . , S e l b y , A l l i s o n L . F r e e m a n , J a m e s P . , E v a n s , F r e d e r i c k E . ,
a n d C e r n l g l i a , C a r l E . 1 9 9 1 . M e t a b o l is m o f p h e n a n t h r e n e b y P h a n e r o c h a e te
c h r y s o s p o r i u m . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b io l . 5 7 : 3 3 10
- 3 3 1 6 .
S u t h e r l a n d , J . B . , F u , P . P . , Y a n g , S . K . , V o n T u n g l e n , L . S . , C a s i l l a s , R . P . , C r o w ,
S . A . , a n d C e r n l g l i a , C . E . 1 9 9 3 . E n a n t i o m e ri c c o m po s it i o n o f t h e t r a n s
-
d ih y d r o d i o ls p r o d u c e d f r o m p he n a n t h r e n e by fu n g i . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b i o l .
5 9 : 2 1 4 5 - 2 1 4 9 .
T a u s s o n , W . O . 1 9 2 8 . D ie O x y d a t i o n d e s p h e n a n t h r e n s D u r c h B a k t e ri e n . P la n t a
A r c h i v , fu r W is s e n s c h a f t li c h e B o t a n ik . 5 : 2 3 9 - 2 7 3 .
T h a k k e r
,
D . R .
,
Y a g I , H . L e v i n , W . , W o o d , A . W . , C o o n e y , A . H . a n d J e r i n a , D . M .
1 9 8 5 . P o ly c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a rb o n s : M e t a b o li c a c t iv a t io n t o u lt im a t e
c a r c i n o ge n s . In A n d e r s , M . W . (Ed . ) B io a c t iv a t io n o f F o r e i g n C o m p o u n d s .
A c a d e m i c P r e s s , O r l a n d o , p p . 1 7 7
- 2 4 2 .
T h o m a s , J . M . , L e e , M . D . , S c o t t , M . J . a n d Wa r d , C . H . 1 9 8 9 . M ic r o b i a l e c o lo gy o f
t h e s u b s u r fa c e a t a n a b a n d o n e d c r e o s o t e s it e . J . I n d u s t . M i c r o b io l . 4 : 1 0 9 -
1 2 0 .
U S E P A . 1 9 9 1 . T he S u pe r fu n d P r o g r a m : T e n y e a r s o f p r o g r e s s . J u n e . E P A / 5 4 0 / 8
-
9 1/ 0 0 3 .
U S E P A . 1 9 9 3 . B io r e m e d i a t io n i n t h e f i e ld . M a y N o . 8 . E P A /5 4 0 / N - 9 3 / 0 0 1 .
V e r s c h u e r e n
,
K . 1 98 3 . H a n d bo o k o f En v i r o n m e n t a l C he m i c a ls . V a n N o s t r a n d
C o m p a n y , N e w Y o rk . p p . 9 7 0
- 9 7 3 .
Wa l t e r
, U . B e y e r , K l e i n , J . , a n d R e h m , H . J . 1 9 9 1 . D e g r a d a t io n o f p y r e n e b y
R h o d o c o c c u s s p . A p p l. E n v i r o n . M ic r o b io l . 3 4 : 6 7 1 - 6 7 6 .
W e i s s e n f e l s
,
Wa l t e r D .
,
B e y e r , M . , a n d K l e i n , J . 1 9 9 0 . D e g ra d a t i o n o f
p h e n a n t h r e n e , f l o u r e n e , a n d f lo u r a n t h e n e b y p u r e b a c t e r i a l c u ltu r e s . A p p l.
M i c r o b io l . B i o t e c h n o l. 3 2 : 4 7 9 - 4 8 4 .
W o o d s
,
L . F . J .
,
W e i s m a n , A . 1 9 7 9 . M e t a b o li s m o f b e n z o (a )py r e n e b y t h e
c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 / P - 4 8 8 o f S a c c a r o m y c e s c e r v is i e a . B i o c h e m . So c . T r a n s .
7 12 4 - 7 1 2 7 .
Y e n , K . M . a n d G u n s a l u s , I . e . 1 9 8 2 . P la s m id ge n e o r g a n i z a t io n :
N a p h t h a l e n e / s a li c y l a t e o x id a t i o n . P r o c . N a t l. A c a d . S c i . U SA 7 9 : 8 7 4 - 8 7 8 .
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Y e n , K . M . a n d G u n s a i u s , I . C . 1 9 8 5 . R e g u l a t i o n o f n a p h t h a le n e c a t a b o li c g e n e s o f
p la s m id N A H7 . J . B a c t e ri o l . 1 6 2 : 10 0 8 - 1 0 13 .
Y e n
,
K . M . a n d - S e r d a r
,
C M . 1 9 8 8 . G e n e t i c s o f n a p h t h a le n e c a ta b o l is m i n
P s e d u o m o n a d s . C r it . R e v . M ic r o b io l . 15 : 2 4 7 - 2 6 8 .
Y u
,
M . L . a n d H i t e s
,
R . A . 1 9 8 1 . Id e n t if ic a t io n o f o r ga n ic c o m p o u n d s i n d i e s e l e n g i n e
s o o t . A n a l . C h e m . 3 : 9 5 1 - 9 5 4 .
Z u n ig a , M a r t h a C , D u r h a m , D o n R . , a n d W e l c h , R o d A . 19 8 1 . P la s m i d a n d
C h ro m o s o m e m e d ia t e d d is s im i la t io n o f n a p h t h a l e n e a n d s a l ic y la t e i n
P s e u d o m o n a s p u t i da PM D - 1 . J . B a c t e r i o l. 1 4 7 : 8 3 6
- 8 4 3 .
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A p pe n d i x A
P r e h y b r i d i z a t i o n a n d H y b r i d i z a t i o n
P re h v b ri d i z a t i o n b u ff e r w a s p r e p a r e d a s f o ll o w s :
8 4 6 m l d H j O
1 0 0 g D e x t r a n s u lf a t e (M W > 5 0 0 , 00 0 )
1 00 m l 1 0 % S o d i u m do d e c ly s u lfa t e (S DS )
H e a t a t SS -C f o r 3 0 m i n u t e s . A d d 58 g N a C I a n d h e a t a n a d d it io n a l 1 5 m i n u t e s
a t e S-' C . S t o r e f r o z e n i n 5 0 m l a li q u o ts .
Whe n r e a d y t o p r e h y b r id i z e , w e t m e m b r a n e s i n 2 X S S C (d i lu t e 2 0 X S S C
s t o c k : 3 M N a C I , 0 . 3 M s o d i u m c it r a t e d ih y d r a t e , p H 7 . 0 ) fo r o n e m i n u t e t h e n i n c u b a t e
t h e m e m b r a n e s w it h t h a w e d p r e h y b r i d iz a t i o n bu ff e r o v e r n ig h t a t 6 5
' C . U s e 5 0 u l o f
h y b ri d iz a t i o n b u f fe r p e r c m
^
o f m e m br a n e .
H y b ri d iz a t i o n b u f fe r w a s p r e p a r e d a s f o ll o w s :
1 0 ^ d p m o f
^ ^ P l a be l e d p r o be
2 5 0 u l s a lm o n s pe r m D N A {5 m g/m l )
0 . 7 5 m l H2 O
D e n a t u r e t h e p r o b e s o lu t io n b y h e a t i n g fo r 1 0 m in u t e s a t 9 5 - 1 OO
- C . C h i l l o n ic e
f o r a t le a s t 1 5 m i n u t e s b e f o r e a d d in g 5 0 m l p r e h y b ri d i z a t i o n b u f f e r . T h e p r e h y b ri d i z e d
m e m b r a n e s a r e a d d e d t o t h e h y b ri d i z a t i o n b u f fe r a n d i n c u b a t e d a t 6 5
' ' C o v e r n i g h t .
W a s h i n g c o n d it io n s :
1 . W a s h m e m b r a n e s w it h e x c e s s 2 X S S C f o r 5 m i n u t e s a t r o o m t e m pe r a t u r e
2 . R e pe a t
3 . W a s h a t 6 5 ' C f o r 3 0 m i n u t e s w it h 2 X S S C , 1% S D S .
4 . R e p e a t
5 . W a s h a t r o o m t e m pe r a tu r e fo r 3 0 m i n u t e s w it h 0 . 1 X S S C
6 . R e pe a t
7 . W ra p t h e d a m p m e m b ra n e s i n p la s t ic w r a p a n d e x p o s e to X - r a y f i lm w it h
i n t e n s i fy i n g s c r e e n s a t - 2 0
<' C fo r 1 w e e k .
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A p p e n d i x B
C o l o n y L i f t s o n t o C o l o n y / P l a q u e S c r e e n T M IVIe m b r a n e s
1 ) C h il l a g a r p la t e s c o n t a i n i n g c o lo n ie s o f i n t e re s t a t l e a s t 1 h o u r a t 4 C
2 ) C a r e fu lly p la c e t h e C o l o n y / P la q u e S c r e e n d i s c o n t o t h e a g a r p l a t e . D o
n o t t r a p a i r u n d e r t h e d is c a n d d o n o t a t t e m p t t o m o v e d i s c o n c e it h a s m a d e
c o n t a c t w it h t h e a g a r .
3 ) A l lo w d is c t o s it o n a g a r p la t e fo r 2 - 3 m i n u t e s
4 ) Wh i le d i s c i s i n c o n t a c t w it h t h e a g a r p la t e , la y o u t a s h e e t o f p l a s t i c w r a p .
P i p e t t e a 1 . 5 m l p o o l o f 0 . 4 N N a O H o n t o t h e p l a s t ic w r a p .
5 ) C a r e fu lly r e m o v e m e m b ra n e d i s c f r o m p la t e w it h f o r c e p s a n d p la c e c o lo n y
s id e u p i n t o po o l o f 0 . 5 N N a O H . St r e t c h p[ la s t i c w r a p t o e n s u r e t h a t t h e d i s c
w e t s e v e n ly . A f te r 2 m i n u t e s , r e m o v e d is c a n d p l a c e o n t o b lo t t i n g p a pe r
(c o lo n y s i de u p ) .
6 ) R e p e a t s t e p 5 o n a n e w s he e t o f p la s t i c w r a p u s i n g fr e s h 0 . 5 N N a O H .
7 ) O n a n e w s h e e t o f p l a s t ic w r a p , p ip e t te a po o l o f 1 . 0 M T r i s - H C I , p H 7 . 5 ,
P l a c e d i s c c o l o n y s i d e u p o n t o t h e po o l o f b u f fe r . A f t e r 2 m i n u t e s , r e m o v e d i s c
a n d p la c e o n b lo t t i n g p a pe r (c o lo n y s i d e u p ) .
8 ) R e p e a t s t e p 7 w i t h a n e w s h e e t o f p la s t i c w r a p a n d f r e s h 1 . OM T r is O H C I , p H
7 . 5 .
9 ) F ix DN A t o t h e m e m b ra n e b y a l lo w i n g t h e m e m b r a n e t o d r y t h r o u g h ly .
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A p p e n d i x C
R e s t r i c t i o n En z y m e D ig e s t i o n
P la s m id a n d c h r o m o s o m a l D N A w a s d i ge s t e d i n t ii e f o ll o w i n g m a n n e r :
DN A 2 0 u l
HgO 1 6 u l
R e a c t 2
*
2 . 0 u l
H i n d l l l 1 . 0 u l
E c o R I 1 . Ou l
*
R e a c t 2 i s t h e b u f fe r s u p p li e d w it h G ib c o / B R L e n z y m e s
P la c e i n a m ic r o f u g e t u b e a n d i n c u ba t e a t 37
' C f o r 2 ho u r s . T he n a dd 4 u l o f
g e l lo a d i n g b u ff e r . Lo a d a ga r o s e g e l a n d e le c t r o p h o r e s e .
G e l L o a d i n g B u f fe r
T o M a k e 1 0 m l F i n a l C o n e .
G ly c e r o l 5 . 0 m l 5 0 %
4 0 X T A E 2 5 0 u l 1 X
B r o m o p h e n o l 1 . 0 m l 1%
b lu e
,
s a t
'
d
H 2O 3 . 7 5 m l
M a k e 1 0 m l a n d d iv i de i n t o 1 m l a l i qu o t s , s to r e a t - 2 0
' ' C
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A p pe n d i x D
N i c k T r a n s l a t i o n - S m a l l s c a l e p r e p a r a t i o n o f r a d i o a c t i v e l y l a b e l l e d p r o b e
A m e r s h a m N i c k T r a n s la t i o n K it C o m p o n e n t s :
1 . N u c le o t i d e / b u f f e r s o l u t io n ;
10 0 u m e a c h o f d A T P , d G T P , a n d d T T P i n T ri s - H C I p H 7 . 8 , 2 -
m e r c a p t o e t ha n o l , a n d M g C lg
2 . E n z y m e s o l u t io n ;
0 . 5 u n it s / u l D NA p o ly m e r a s e I a n d 1 0 pg/ u l D N a s e I i n T r is - H C I p H
7 . 5
,
M g C I2 , g ly c e r o l a n d bo v i n e s e r u m a lb u m i n
3 . S t e r i le w a te r
a
^^
P - d CT P - 3 0 0 0 C i/ m m o l
, p u r c h a s e d s e pa r a t e ly
P r o to c o l :
1 ) R e m o v e e n o u g h L M P a g a r o s e c o n t a i n i n g 1 1 . 5 k b N A H 7 D N A f r a g m e n t t o
c o n t a i n a p p r o x im a te ly 50 n g o f D N A
2 ) P l a c e t h e D N A s a m p le t o b e la b e le d i n a c l e a n , s t e r i le m i c r o f u g e t u b e a n d a d d
t h e n u c le o t i d e b u f f e r , r a d io l a b e le d d C T P , w a t e r a n d e n z y m e s o lu t i o n a s fo ll o w s :
N A H 7 D N A 5 0 n g (n o t t o e x c e e d 2 0 u l)
N u c l e o t id e / b u f fe r s o lu t i o n 1 0 u l
^ 2
p - d CT P 5 u l
w a te r f in a l v o l u m e o f 5 0 u l
e n z ym e s o l u t io n 5 u l
3 ) M ix g e n t l y a n d s p i n b r ie f ly i n m i c r o f u gg e t o b r in g c o n t e n t s t o t h e b o t t o m o f t h e
t u t } e
4 ) In c u b a t e a t 1 5 ' C f o r 3 h o u r s
5 ) St o p t h e r e a c t i o n by a d d i n g 5 u l o f 0 . 2 5 M E D T A , p H 8 . 0 . T h e la b e le d p r o be i s n o w
r e a d y fo r u s e i n h y b r id i z a t i o n fo ll o w i n g d e n a t u r a t io n a t 9 5 - 1 1 0
° C f o r 5
m i n u t e s .
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A p p e n d i x E : P l a t e C o u n t a n d C o l o n y H y b r i d iz a t i o n D a t a
S o i l IVIe d i a D i l u t i o n C P U
'
s C F U s / q C o r r . C o r r . H U
'
s H U s /q C o r r . C o r r %
Fa c t o r C FU
'
s / q Fa c t o r H U
'
s / q H v b .
DB Y E P G 1 . 0 0 x 1 0 ^ 2 5 4 2 . 5 4 x 1 0
^
0 2 . 5 4 x 10
^
9 3 9 . 3 0 x 10
^ 0 9 . 3 0 x 1 0
^
3 6 . 6 1
DB TWB + N 1 . 0 0 X 1 0 ^ 8 9 8 . 9 0 x 1 0 ^ 2 . 7 9 x 1 0 ^ 6 . 1 1 x 1 0 ^ 5 6 5 . 6 0 x 10 ^ 2 . 8 x 1 0 ^ 5 . 3 2 x 1 0 ^ 8 7 . 0 7
DB TW B + P 1 . 0 0 X 1 0 ® 4 7 4 . 7 0 x 1 0 ^ 2 . 7 9 x l O'
'
1 . 9 1 x 1 0 ^ 4 3 4 . 3 0 x 1 0
^
2 . 8 x 1 0
®
4 . 0 2 x 1 0
^
2 1 0 . 4
D B - U C Y E P G 1 . 0 0 x 1 0 ® 9 0 9 . 0 0 x 1 0 ^ 0 9 . 0 0 x 1 0 ^ 6 0 6 . 0 0 x 1 0
^
0 6 . 0 0 x 1 0
^ 6 6 . 6 7
D B - UC TWB + N 1 . 0 0 x 1 0 ® 6 7 6 . 7 0 x 1 0 ^ 9 . 3 x 1 0 ® 5 . 7 7 x 1 0 ^ 4 0 4 . 0 0 x 1 0 ^ 2 . 6 x 1 0 ® 3 . 7 4 x 1 0 ^ 6 4 . 8 2
D B - UC TWB + P 1 . 0 0 x 1 0 ® 4 8 4 . 8 0 x 10 ^ 9 . 3 x 1 0 ® 3 . 8 7 x 1 0 ^ 1 7 1 . 7 0 x 1 0 ^ 2 . 6 x 1 0 ® 1 . 4 4 x 1 0 ^ 3 7 . 2 1
S L P 9 Y E P G 1 . 0 0 x 1 0
® 1 3 7 1 . 3 7 x 10 ® 0 1 . 3 8 x 1 0 ® 7 4 7 . 4 0 x 1 0
^
0 7 . 4 0 x 1 0
^
5 4 . 0 1
S LP9 TW B + N 1 . 0 0 x 1 0 ® 1 2 5 1 . 2 5 x 10 ® 4 . 4 x 1 0 ® 1 . 2 1 x 1 0 ® 5 4 5 . 4 0 x 1 0 ^ 6 . 0 x 1 0 ^ 5 . 3 4 x 1 0^ 4 . 2 8
S L P 9 T W B + P 1 . 0 0 x 1 0 ® 7 3 7 . 3 0 x 10 ^ 4 . 4 x 1 0 ® 6 . 8 6 x 10 ^ 2 6 2 . 6 0 x 1 0 ^ 6 . 0 x 1 0 ^ 2 . 5 4 x 1 0 ^ 3 7 . 0 3
S L P 6 9 Y E P G 1 . 0 0 x 1 0 ® 7 3 7 . 3 0 x 1 0 ^ 0 7 . 3 0 x 10 ^ 4 5 4 . 5 0 x 1 0 ^ 0 4 . 50 x 1 0
^
6 1 . 6 4
S L P 6 9 TW B + N 1 . 0 0 x 1 0 ® 2 1 0 2 . 1 0 x 1 0 ^ 2 . 3 3 x 1 0 ® 1 . 8 7 x 10 ^ 1 2 1 . 2 0 x 1 0 ® 2 . 9 x 10 ® 9 . 1 x 1 0 ® 4 . 8 7
S L P 6 9 T W B + P 1 . 0 0 x 1 0 ® 9 6 9 . 6 0 x 1 0 ® 2 . 3 3 x 1 0 ® 7 . 2 7 x 10 ® 2 4 2 . 4 0 x 1 0 ® 2 . 9 x 10 ® 2 . 1 1 x 1 0 ® 2 9 . 0 2
S L P - UC Y E P G 1 . 0 0 x 1 0
® 2 1 0 2 . 10 x 1 0
^
0 2 . 1 0 x 10
^
3 0 3 . 0 0 x 1 0
®
0 3 . 0 0 x 1 0
®
1 4 . 2 9
S L P - UC TWB + N 1 . 0 0 x 1 0 ® 1 2 9 1 . 2 9 x 1 0 ^ 2 . 6 1 x 1 0 ® 1 . 0 3 x 10 ^ 4 4 . 0 0 x 1 0 ® 1 . 8 x 10 ® 2 . 2 x 1 0 ® 2 . 1 4
S L P - UC TW B + P 1 . 0 0 x 1 0 ® 6 7 6 . 7 0 x 1 0 ® 2 . 6 1 x 1 0 ® 4 . 0 9 x 10 ^ 1 1 . 0 0 x 10 ® 1 . 8 x 10 ® - 8 . 0 x 1 0^ - 1 . 9 6
M O N T Y E P G 1 . 0 0 x 1 0
®
2 1 5 2 . 15 x 1 0 ® 0 2 . 1 5 x 10 ® 1 8 1 . 8 0 x 10
^
0 1 . 8 x 1 0
^
8 . 3 7
M O NT TW B + N 1 . 0 0 x 1 0 ® 1 5 5 1 . 5 5 x 1 0 ^ 6 . 2 x 1 0 ® 9 . 3 x 1 0 ® 5 5 . 0 0 x 10 ® 1 . 0 x 1 0 ® 4 . 0 x 1 0 ® 4 . 3
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